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Resumen 
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La inflamación es una respuesta del organismo ante alteraciones de la homeostasis, que 
pueden ir desde el daño agudo provocado por infecciones o injurias al tejido, hasta síntomas 
más discretos, indicativos de estrés tisular, que pueden redundar en el establecimiento de un 
proceso crónico. En este rango de respuesta, se ha propuesto el término de “inflamación 
homeostática” para explicar los procesos en los cuales la inflamación está más cercana al 
mantenimiento de la homeostasis tisular, pero que puede derivar en inflamación crónica, 
como sucede en muchas enfermedades metabólicas modernas, tales como la diabetes, la 
obesidad y la osteoporosis.  
Además de su rol preponderante en la respuesta inflamatoria aguda, el inflamasoma 
NLRP3 participa en muchos procesos de inflamación crónica estéril. Esto es así por su 
capacidad para responder a un sinnúmero de señales endógenas de estrés. Por el mismo 
motivo, se lo ha vinculado al mantenimiento de la homeostasis en varios tejidos. En el tejido 
óseo particularmente, se ha demostrado su contribución predominante en la pérdida ósea 
asociada a enfermedades auto-inflamatorias como así a también patologías inflamatorias 
crónicas de bajo grado. 
El objetivo de este trabajo fue demostrar la participación del inflamasoma NLRP3 en la 
reabsorción ósea inducida por perturbaciones en la homeostasis del hueso. Para ello, se 
utilizaron modelos in vitro e in vivo que reprodujeran situaciones de recambio óseo acelerado 
en el rango de la inflamación homeostática. In vitro, se utilizaron putativos productos de la 
degradación de la matriz extracelular que pudieran acelerar la osteoclastogénesis a la vez 
que activar el inflamasoma. Se demostró que las partículas óseas utilizadas fueron capaces 
de acelerar la diferenciación en cultivos de pre-osteoclastos de manera parcialmente 
dependiente de NLRP3, una respuesta que correlacionó con los niveles de activación de este 
complejo en los cultivos de precursores y pre-osteoclastos. Además, se demostró que estos 
componentes fueron capaces de proporcionar tanto las señales de priming como de 
activación del inflamasoma en el linaje de osteoclastos, y se observó que en ausencia de 
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NLRP3 se podían generar mecanismos compensatorios que lleven a la activación de otros 
inflamasomas, explicando tanto la activación residual de caspasa-1 como la 
osteoclastogénesis atenuada observadas en respuesta a partículas óseas en células Nlrp3-/-
. Por otro lado, se utilizó un modelo, también in vitro, de estrés oxidativo inducido por arsenito 
de sodio en rangos no citotóxicos, y se demostró que el compromiso a la diferenciación de 
precursores de osteoclastos fue dependiente de NLRP3, y que la presencia de este sensor 
era necesaria para mantener los niveles de ROS generados tanto por el arsenito como por 
RANKL, lo que proporciona indicios de un rol novedoso de NLRP3 en la diferenciación y el 
control del estado redox celular de precursores de osteoclastos.  
Finalmente, en el modelo in vivo utilizado, se indujo la aceleración del recambio óseo 
mediante la inyección sistémica de RANKL, y se observó que los animales Nlrp3-/- perdieron 
menos masa ósea con relación a los wild type. Además, se observó que estos últimos 
produjeron más IL-1β en el compartimiento de la médula ósea, un fenómeno que fue revertido 
por la administración de zoledronato, demostrando que el bloqueo de la reabsorción ósea 
reprimió la actividad del inflamasoma. 
En conjunto, estos resultados sugieren que NLRP3 juega un papel preponderante el 
mantenimiento de la homeostasis ósea, por un lado a través de la producción de la citoquina 
pro-osteoclastogénica IL-1β, y por otro a través de efectos intrínsecos sobre la diferenciación 
en células del linaje osteoclástico.  
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ADN: ácido desoxirribonucleico 
ASC: apoptosis-associated speck-like protein with CARD domain 
ATP: tri-fosfato de adenosina (adenosine triphosphate) 
BMSC: células estromales de la médula ósea (bone marrow stromal cells) 
BPM: proteína morfogénica ósea (bone morphogenic protein) 
BRC: compartimiento de remodelado óseo (bone remodeling compartment)  
CAPS: síndrome periódico asociado a criopirinas (cryopyrin-associated periodic syndrome), 
CARD: dominio de reclutamiento de caspasa (caspase-recruitment domain) 
CPPD: pirofosfato cálcico (calcium pyrophosphate dihydrate,) 
DC-STAMP: proteína transmembrana específica de células dendríticas (dendritic cell-specific 
transmembrane protein) 
ERK: quinasa regulada por señal extracelular (extracelullar signal-regulated kinase) 
ERα: receptor de estrógenos  
FCAS: síndrome auto-inflamatorio familiar inducido por el frío (familial cold autoinflammatory 
syndrome) 
GM-CFU: unidad formadora de granulocitos-macrofagos (granulocyte-macrophage colony-
forming unit) 
GSDMD: Gasdermina D 
HA: hidroxiapatita 
HMGB1: high mobility group box 1 
IL-1β: interleuquina-1 beta 
IκB: inhibidor del factor nuclear kappa B (inhibitor of nuclear factor kappa B) 
JNK: quinasa jun n-terminal (jun n-terminal kinase) 
LPS: lipopolisacáridos (lipopolysaccharides,) 
LRR: dominio repetitivo rico en leucina (leucine-rich repeat domain). 
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MAPK: proteínas quinasa activadas por mitógeno (mitogen-activated protein kinases,) 
M-CSF: factor estimulante de colonias de macrófagos (macrophage colony-stimulating factor) 
MOE: matriz ósea extracelular 
MSU: urato monosódico (monosodium urate,) 
mTOR: mammalian target of rapamycin 
mtROS: ROS mitocondriales (mitochondrial ROS)  
MWS: síndrome de Muckle-Wells (Muckle-Wells syndrome) 
MyD88: proteína de diferenciación mieloide de respuesta primaria (myeloid differentiation 
primary response protein) 
NOX: NADPH oxidasa 
NFATc1: factor nuclear de células T activadas, citoplásmico 1 (nuclear factor of activated T 
cells, cytoplasmic 1)   
NLRs: receptors tipo NOD (NOD-like receptors) 
NOD: dominio de unión a nucleótido y oligomerización (nucleotide binding and oligomerization 
domain) 
NOMID: enfermedad inflamatoria sistémica de inicio neonatal (neonatal-onset multisystem 
inflammatory disease), 
OB: osteoblasto/s 
OC: osteoclasto/s 
PAMP: patrones moleculares asociados a patógenos (pathogen-associated molecular patterns) 
patrones moleculares asociados a peligro, o DAMPs (danger-associated molecular patterns) 
PGC-1α: peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha 
PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase 
PMMA: polimetilmetacrilato 
pre-OC: pre-osteoclastos 
PRRs: receptores de reconocimiento de patrones (pattern recognition receptors) 
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PTH: hormona paratiroidea (parathyroid hormone,) 
PYD: dominio pirina (pyrin domain,) 
RAGE: receptor de productos finales de glicación avanzada (receptor for advanced glycation 
end-products,) 
RANKL: ligando del receptor activador de NF-kB (receptor activator of nuclear factor kappa-b 
ligand)  
RE: retículo endoplasmático 
ROS: especies reactivas del oxígeno (reactive oxygen species,) 
TLRs: receptores tipo Toll (Toll-like receptors) 
TNF: factor de necrosis tumoral (tumor necrosis factor,) 
TRAP: fosfatasa ácida resistente al tartrato (tartrate-resistent acid phosphatase) 
TRAP: fosfatasa ácida resistente al tartrato (tartrate-resistent acid phosphatase,) 
Wnt: Wingless 
NFκB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 
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1. INTRODUCCIÓN 
1.1. INFLAMACIÓN 
La inflamación, en un sentido amplio, es una reacción de protección del organismo ante 
estímulos perjudiciales como infecciones, daño tisular o agentes irritantes, que tiene el 
propósito de eliminar estos elementos nocivos, así como a las células y tejidos dañados que 
se producen durante el proceso, y de dar inicio a mecanismos de reparación y regeneración 
del tejido (Karin and Clevers 2016, Netea, Balkwill et al. 2017). Desde un punto de vista 
evolutivo, la inflamación representa un importante mecanismo adaptativo para restaurar la 
homeostasis, cuya disrupción puede provenir tanto de insultos externos como de alteraciones 
metabólicas o disfunciones de los tejidos del propio organismo (Medzhitov 2008).  
Como norma general, la inflamación comienza cuando células de la inmunidad innata se 
activan por la detección de una variedad de patrones moleculares conservados 
evolutivamente, que en conjunto son considerados inductores de la inflamación (Medzhitov 
2008). Si estos patrones moleculares provienen de agentes infecciosos son denominados 
patrones moleculares asociados a patógenos, o PAMPs (pathogen-associated molecular 
patterns), e incluyen componentes exclusivamente microbianos, como ciertos ácidos 
nucleicos, sistemas de secreción y toxinas bacterianos, y componentes de la pared celular, 
incluyendo lipoproteínas y lipopolisacáridos (lipopolysaccharides, LPS). En cambio, si 
componentes derivados del propio organismo son los que actúan como inductores, estos se 
denominan patrones moleculares asociados a peligro, o DAMPs (danger-associated 
molecular patterns) (Chen and Nunez 2010). Estas moléculas, que indican estrés celular, 
daño del tejido o muerte celular no fisiológica, abarcan una gran variedad de sustancias 
endógenas, incluyendo ATP extracelular, cristales de ácido úrico, proteínas de estrés, 
agregados proteicos, y cristales de pirofosfato cálcico, entre muchas otras. Además, ciertas 
sustancias y agentes no infecciosos externos son capaces de provocar una respuesta 
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inflamatoria, como el asbesto, la radiación y una variedad de compuestos tóxicos (Strowig, 
Henao-Mejia et al. 2012).  
Los inductores de la inflamación son detectados por sensores especializados, presentes 
en distintos tipos celulares, principalmente macrófagos residentes y mastocitos.  Estos 
sensores, denominados receptores de reconocimiento de patrones, o PRRs (pattern 
recognition receptors), son codificados en la línea germinal, y activan distintas vías de 
señalización de acuerdo con la clase de inductor que detectan, el tipo celular y el contexto 
tisular (Chen and Nunez 2010). Existen varias familias de PRRs, cuyos miembros reconocen 
distintos PAMPs y DAMPs. Estos receptores pueden localizarse en la membrana plasmática, 
como los miembros de la familia de receptores tipo Toll, o TLRs (Toll-like receptors), o ser 
de localización citoplasmática, como los miembros de la familia de los receptores tipo NOD, 
o NLRs (NOD-like receptors) (Lamkanfi and Dixit 2012). Algunos NLRs son capaces de 
ensamblar inflamasomas, los cuales como se describirá luego, son grandes complejos 
citoplasmáticos en los cuales se produce la activación auto-catalítica de caspasas 
inflamatorias, con la consecuente producción de citoquinas pro-inflamatorias (de Zoete, Palm 
et al. 2014). 
Las citoquinas, quimoquinas y otras moléculas que se generan en respuesta a la 
detección del inductor se denominan mediadores, y son producidas por los macrófagos 
residentes que monitorean el ambiente tisular, así como por otros tipos celulares. Estos 
mediadores modifican el estado funcional de células y tejidos, los cuales son los efectores 
de la inflamación, para que se adapten y respondan ante la agresión (Medzhitov 2008). Así, 
por ejemplo, citoquinas como interleuquina-1β (IL-1β) y el factor de necrosis tumoral 
(tumor necrosis factor, TNF) inducen la formación de un exudado inflamatorio local mediante 
el reclutamiento de leucocitos (inicialmente neutrófilos) y la modificación de la permeabilidad 
del endotelio que permite la entrada de plasma y neutrófilos al sitio de infección o daño. Una 
vez allí, los neutrófilos se activan y atacan al patógeno o cuerpo extraño a través de la 
liberación de contenidos tóxicos de sus gránulos. Estos efectores son muy potentes, y 
producen un inevitable daño colateral en los tejidos afectados, lo cual conlleva al 
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reclutamiento y activación secundarios de macrófagos residentes y circulantes. El infiltrado 
leucocitario permite la remoción de restos celulares y células muertas, principalmente a través 
de la acción de los macrófagos, los cuales secretan mediadores pro-inflamatorios adicionales 
y proteasas que degradan la matriz extracelular, dando comienzo al proceso de reparación 
tisular, en el cual mediadores antiinflamatorios son los encargados de controlar y suprimir la 
propia acción de los efectores (Medzhitov 2008, Karin and Clevers 2016).  
El eje inductorsensormediadorefector, descripto aquí de manera muy general, es 
característico de la respuesta inflamatoria aguda, cuyo éxito radica en la eliminación del 
inductor, seguida de una fase de resolución y reparación tisular. Se considera en general que 
la respuesta inflamatoria aguda es de alto grado, ya que se producen grandes cantidades de 
mediadores en respuesta a un daño tisular importante (Chovatiya and Medzhitov 2014).   
Si la inflamación no se resuelve correctamente, ya sea por la imposibilidad de eliminar los 
agentes nocivos, por exposición constante a los mismos, o por fallas en la respuesta 
antiinflamatoria, se establece un estado de inflamación crónica, en la cual los macrófagos 
y neutrófilos persisten y continúan secretando mediadores pro-inflamatorios que provocan 
destrucción tisular, estableciéndose un círculo vicioso con consecuencias variadas, 
dependiendo del mecanismo inflamatorio (Netea, Balkwill et al. 2017). La inflamación crónica 
puede también establecerse independientemente de la presencia de noxas exógenas. Este 
tipo de inflamación está asociada a disfunciones del tejido no relacionadas a la detección de 
inductores externos, como es el caso de enfermedades autoinmunes y auto-inflamatorias, 
enfermedades metabólicas como la diabetes tipo 2 o la gota y pseudo-gota, y el 
envejecimiento (Guo, Callaway et al. 2015). La inflamación crónica sistémica es en general 
considerada de bajo grado, con excepción de ciertas enfermedades autoinmunes y 
autoinflamatorias, como la artritis reumatoidea y enfermedad inflamatoria sistémica de 
inicio neonatal o NOMID (neonatal-onset multisystem inflammatory disease), en las que la 
producción de mediadores pro-inflamatorios está exacerbada de manera constante (Park, 
Bourla et al. 2012). 
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La inflamación crónica de bajo grado puede originarse por alteraciones en la homeostasis 
tisular que no necesariamente implican una condición patológica preexistente. Este tipo de 
inflamación, denominada “para-inflamación” por Medzhitov, e “inflamación homeostática” por 
Itoh, está relacionada con un bajo grado de alteración del tejido que puede volverse patológica 
si no se resuelve adecuadamente (Medzhitov 2008, Itoh, Suganami et al. 2011). Este 
concepto se profundizará más adelante (ver sección 1.2.3.2.). De esta manera, la respuesta 
inflamatoria tiene distintos propósitos fisiológicos y consecuencias patológicas, dependiendo 
del inductor, los mediadores y los efectores involucrados (Figura 1). 
  
Figura 1. Consecuencias fisiológicas y patológicas de la inflamación. La inflamación 
se produce en respuesta a una amplia gama de condiciones que alteran la homeostasis. 
Las infecciones y traumatismos inducen inflamación de alto grado, mientras que las 
alteraciones metabólicas que generan estrés tisular inducen inflamación de bajo grado, 
cercana a la regulación fisiológica de la homeostasis, o para-inflamación, la cual puede 
culminar en el establecimiento de inflamación crónica si no se resuelve adecuadamente.
Tomado de (Medzhitov 2008), con modificaciones. 
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1.1.1. Inflamación estéril  
La inflamación que se produce en respuesta a inductores no microbianos se denomina 
inflamación estéril, y tiene un papel preponderante en la reparación tisular y en el 
establecimiento de enfermedades inflamatorias no infecciosas (Rubartelli, Lotze et al. 2013). 
Los inductores de la inflamación estéril pueden ser exógenos o endógenos (Tabla 4). Los 
inductores exógenos incluyen ciertos alérgenos, sustancias irritantes, cuerpos extraños, y 
compuestos tóxicos, entre otros. La inhalación crónica de asbesto o sílice, por ejemplo, 
produce la activación persistente de macrófagos alveolares, resultando en fibrosis intersticial 
pulmonar (Dostert, Pétrilli et al. 2008). La osteólisis periprostética es otro ejemplo de patología 
inducida por sustancias exógenas mediada por inflamación estéril. En este caso, las 
partículas que se producen por el desgaste del implante prostético son fagocitadas por células 
mieloides y activan mecanismos inflamatorios que llevan a una excesiva reabsorción ósea 
mediada por citoquinas, y finalmente a la pérdida del implante (Burton, Paget et al. 2013). Los 
inductores endógenos, o DAMPs, abarcan una variedad de moléculas que indican estrés 
celular y daño o disfunción tisular, como ATP extracelular, alarminas, citoquinas pro-
inflamatorias, componentes de la matriz extracelular y productos generados por alteraciones 
del metabolismo (Rubartelli, Lotze et al. 2013). 
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Los sensores que intervienen en la inflamación estéril son los mismos que se activan en 
respuesta a patógenos, aunque los mecanismos de reconocimiento no se comprenden tan 
bien como en estos últimos, debido en parte a la gran diversidad moléculas que pueden iniciar 
la respuesta inflamatoria estéril. Los inductores estériles son reconocidos por distintos PRRs, 
incluyendo TLRs y NLRs, y también por otro tipo de receptores que detectan moléculas 
endógenas, como el receptor de productos finales de glicación avanzada (receptor for 
advanced glycation end-products, RAGE) (Figura 2). Todos activan vías de señalización 
Tabla 4. Lista de algunos de los inductores inflamatorios estériles con sus posibles sensores
y patologías asociadas. Tomado de (Chen and Nunez 2010), con modificaciones.  
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similares a las que se regulan en respuesta a patógenos, como las vías de NFκB y MAPKs, 
y que culminan en la producción de moduladores pro-inflamatorios (Chen and Nunez 2010). 
De manera importante, la desregulación de cualquiera de estas vías está asociada a algún 
tipo de patología inflamatoria estéril (ver Tabla 4). Por ejemplo, en la gota y pseudo-gota, la 
deposición de cristales de urato monosódico (monosodium urate, MSU) o de pirofosfato 
cálcico (calcium pyrophosphate dihydrate, CPPD) en las articulaciones, resulta en infiltrado 
neutrofílico agudo, seguido de inflamación crónica, fibrosis y destrucción del cartílago (So and 
Martinon 2017). En la arterosclerosis, la fagocitosis de cristales de colesterol por los 
macrófagos induce la activación y el reclutamiento de células inflamatorias, disfunción del 
endotelio y formación de placas (Ross 1999). 
La inflamación estéril puede adicionalmente generarse como consecuencia de 
mutaciones activadoras en estos sensores o de sus reguladores negativos, y en este caso se 
habla de patologías autoinflamatorias, sobre las cuales se comentará más adelante. A 
diferencia de las denominadas enfermedades autoinmunes, estos desórdenes no involucran 
la participación de células de la inmunidad adquirida ni la generación de auto-anticuerpos, 
sino que implican la activación desregulada de vías pro-inflamatorias, aunque en ciertas 
enfermedades, como la artritis reumatoidea, hay participación de los dos sistemas (Park, 
Bourla et al. 2012). 
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Figura 2. Mecanismos en la respuesta inflamatoria esteril. Los DAMPs y las particulas 
estériles pueden activar distintos PRRs, resultando en la produccion de citoquinas y 
quimoquinas que reclutan celulas inflamatorias adicionales (1). Además, ciertas alarminas, 
como IL-1α son  liberadas por células dañadas y activan vías posteriores a las de PRRs 
(2). Por otro lado, ciertos DAMPs endógenos pueden senalizar directamente a traves de 
receptores no PRRs (3). (HMGB1:high-mobility group box 1). Tomado de (Chen and Nunez 
2010). 
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1.2. INFLAMASOMAS 
Los inflamasomas son un grupo de complejos citosólicos multiproteicos, que en su 
estructura básica están conformados por una molécula sensor, el PRR (por lo general un 
NLR), la proteína adaptadora ASC (apoptosis-associated speck-like protein with CARD 
domain) que contiene un dominio de unión a caspasa, o CARD (caspase-recruitment domain), 
y el zimógeno procaspasa-1. El ensamblado del inflamasoma provoca el clivaje proteolítico 
de la procaspasa-1 convirtiéndola en caspasa-1 activa, lo que finalmente transforma los 
precursores de citoquinas pro-IL-1β y pro-IL-18 en sus formas maduras y biológicamente 
activas (Martinon, Burns et al. 2002, Wang, Manji et al. 2002), entre otras acciones. La 
mayoría de los PRRs que forman inflamasomas pertenecen a la familia de los NOD-like 
receptors (NLR), como NLRP1, NLRP3, NLRC4 y NLRP6; además, miembros de otras 
familias de PRRs, como Pirina y AIM2 son también capaces de nuclear inflamasomas 
(Lamkanfi and Dixit 2014, Man and Kanneganti 2015). Los componentes de los inflamasomas 
se expresan principalmente en células de la inmunidad innata, como macrófagos, monocitos, 
neutrófilos y células dendríticas, pero también en varios tipos celulares epiteliales y de la 
inmunidad adaptativa (Schroder and Tschopp 2010). Los inflamasomas se ensamblan en 
respuesta a una variedad de compuestos que se producen durante las infecciones, daño 
tisular o desequilibrios metabólicos, siendo los más estudiados los inflamasomas NLRP3 y 
NLRC4, debido a su relevancia en varias enfermedades humanas (Latz, Xiao et al. 2013).  
1.2.1. Estructura, ensamblado y función de los inflamasomas 
Todos los NLRs están formados por un dominio central de unión a nucleótido y 
oligomerización (nucleotide binding and oligomerization domain, NOD), y la mayoría posee 
un dominio N-terminal variable y un dominio C-terminal LRR (leucine-rich repeat domain). 
Dependiendo de la presencia de un dominio pirina N-terminal (pyrin domain, PYD) o de un 
dominio CARD, estos NLRs pueden subdividirse en receptores NLRP o NRLC (por ejemplo, 
NLRP3 y NLRC4 respectivamente) (Malik and Kanneganti 2017) (Figura 3).  
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  El dominio NOD tiene actividad ATPasa, mientras que el dominio LRR tiene funciones 
regulatorias y se cree que está involucrado en el reconocimiento del ligando (Latz, Xiao et al. 
2013). El ensamblado del inflamasoma requiere interacciones homotípicas CARD-CARD o 
PYD-PYD. Así, por ejemplo, el dominio PYD de NLRP3 recluta al dominio PYD de ASC, y 
éste recluta a la procaspasa-1 a través de la interacción de su dominio CARD con el dominio 
CARD de la caspasa (Figura 4a) (Lechtenberg, Mace et al. 2014). El ensamblado de algunos 
inflamasomas, como NLRP3, es estrictamente dependiente de la proteína adaptadora ASC. 
Otros inflamasomas en cambio, como NLRC4, poseen un dominio CARD y pueden reclutar 
caspasa-1 de manera directa (Latz, Xiao et al. 2013). 
La formación inicial de este complejo multi-proteico gatilla la oligomerización a través de 
ASC, generando una plataforma que induce el clivaje auto-catalítico de caspasa-1 (Bae and 
Park 2011). La activación de caspasa-1 tiene dos consecuencias importantes para la 
inflamación (Figura 4b). Una de ellas es la maduración y secreción de las citoquinas pro-
inflamatorias IL-1β e IL-18. Éstas son producidas como pro-péptidos inactivos que necesitan 
ser procesados para activarse y ser secretados por monocitos, macrófagos y otros tipos 
celulares. La transcripción de pro-IL-1β es inducida a través de la activación de NF-κB, 
mientras que pro-IL-18 se expresa constitutivamente y su expresión se incrementa luego de 
Figura 3. Estructura básica de sensores NLRs. Los NLRs están formados por un 
dominio central NOD, un dominio C-terminal LRR y un dominio N-terminal variable PYD
(como en NLRP3) o CARD (como en NLRC4). Tomado de (Lechtenberg, Mace et al. 2014)
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la activación celular; en ambos casos, la transcripción es inducida de manera independiente 
a la activación del inflamasoma (Dinarello 2009). Una vez generada la pro-citoquina, la 
maduración de la misma se produce a través del clivaje proteolítico por caspasa-1 (Denes, 
Lopez-Castejon et al. 2012). La secreción se produce de manera no canónica (independiente 
de las vías de secreción endomembranosa), a través de poros generados en la membrana 
plasmática por la oligomerización de la forma activa de Gasdermina D (GSDMD), también 
sustrato de caspasa-1 (Heilig, Dick et al. 2018). La hiperactivación del inflamasoma puede 
llevar a la célula a entrar en piroptosis, la segunda consecuencia importante de la actividad 
de caspasa-1. La piroptosis es un tipo de muerte celular, regulada y a la vez pro-inflamatoria, 
que se produce como consecuencia de la producción exacerbada de poros en la membrana 
plasmática debido al clivaje de cantidades importantes de Gasdermina D por caspasa-1 (Liu, 
Zhang et al. 2016). Las consecuencias de la piroptosis son la liberación de IL-1β junto con 
DAMPs, productos de la muerte celular no apoptótica, lo que implica la amplificación de la 
respuesta inflamatoria (Ming, Rajendra et al. 2017).  
La secreción de IL-1β y IL-18, acompañada o no de piroptosis, tiene consecuencias 
importantes tanto en la respuesta inmune como en varios procesos metabólicos, y su 
desregulación está asociada a numerosas patologías inflamatorias, muchas de ellas con 
impacto en la fisiología ósea, como se detallará luego.  
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Figura 4. Ensamblado del inflamasoma y consecuencias de su activación. a) El 
inflamasoma (en este ejemplo, NLRP3) se ensambla por interacciones homotípicas entre
su dominio PYD y el dominio PYD de ASC, el cual recluta a procaspasa-1, a través de su 
dominio CARD. b) Como consecuencia de la formación de este complejo multimérico, se
produce la activación de caspasa-1, la cual cliva a GSDMD, pro-IL-1β y pro-IL-18, llevando 
a la piroptosis y secreción de las citoquinas pro-inflamatorias. Tomado de (Guo, Callaway 
et al. 2015), con modificaciones.  
a 
b 
GSDMD GSDMD-NT
Piroptosis 
Pro-IL-1β/18 IL-1β/18 
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1.2.2. El inflamasoma NLRP3 
A diferencia de otros inflamasomas, que reconocen una variedad limitada de moléculas a 
través de sus sensores con relativamente alta especificidad, el inflamasoma NLRP3 posee la 
característica distintiva de responder a una amplísima diversidad de PAMPs y DAMPs, 
incluyendo componentes de la pared celular bacteriana, ácidos nucleicos, toxinas formadoras 
de poros, agentes cristalinos ambientales (como el sílice y el asbesto) y moléculas endógenas 
tales como ATP, cristales de hidroxiapatita (HA) y ácido úrico (Dubois, Wullaert et al. 2016). 
Debido a que es improbable que el receptor pueda unirse a tal variedad de ligandos, el 
inflamasoma NLRP3 es considerado actualmente como un sensor de alteración de la 
homeostasis que se activa en respuesta a una señal o a un grupo de señales indicadoras de 
estrés celular o tisular. Esto hace que tenga un papel preponderante en la inflamación estéril, 
siendo uno de los receptores más estudiados en ese contexto (Liston and Masters 2017). 
Debido a la necesidad de evitar su activación accidental, dada variedad de inductores que 
reconoce, el inflamasoma NLRP3 presenta una segunda particularidad: a diferencia de otros 
NLRs, la expresión basal del sensor NLRP3 en células en reposo no es suficiente, por regla 
general, para la activación del inflamasoma, requiriendo de una señal mediada por NF-κB 
previo a su activación, o de modificaciones post-traduccionales que regulen la formación del 
complejo, como se describirá a continuación. 
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1.2.2.1. Activación del inflamasoma NLRP3 
El modelo de activación canónica del inflamasoma NLRP3 se describe como un 
proceso de dos pasos (Figura 5). En el primer paso, llamado paso de cebado o priming, una 
primera señal induce la expresión de NLRP3 junto con modificaciones post-traduccionales 
que “licencian” o “autorizan” la activación de NLRP3 por una segunda señal. Es en este 
segundo paso que se produce la oligomerización y el ensamblado del inflamasoma, con 
liberación de IL-1β y/o piroptosis (Dubois, Wullaert et al. 2016).  
Figura 5.  Activación canónica de NLRP3.  El priming de NLRP3 involucra la regulación 
transcripcional del mismo, junto con la de IL-1β, por activacion de NFκB vía TLRs. El paso 
de activación (ensamblado del complejo) puede ocurrir por uno o varios eventos: (1)
relocalización subcelular a dirigida por la mitocondria y el RE; (2) incremento en los niveles
de mtROS, mtADN y cardiolipina; (3) eflujo de K+, o (4) liberación de catepsina por daño 
lisosomal, entre muchos otros. Tomado de (Guo, Callaway et al. 2015) 
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Por lo general la primera señal, o señal de priming, ocurre típicamente a través de las vías 
de TLRs/MyD88 (proteína de diferenciación mieloide de respuesta primaria, myeloid 
differentiation primary response protein), por unión de ligandos tales como LPS, lo cual lleva 
a la activación de NFκB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells ) y a la 
inducción de la expresión de NLRP3 por un lado y de pro-IL-1β por el otro. La señal de priming 
puede ser cualquier ligando cuyo receptor active la vía de NFκB, como IL-R1, otros NLRs, 
TNFR1 y TNFR2, además de los TLRs. Así, aunque el LPS es la señal de priming más típica 
y mejor caracterizada, otros componentes bacterianos y citoquinas endógenas (incluyendo 
IL-1 y TNFα) también son capaces de generar el priming de NLRP3 (Sutterwala, Haasken et 
al. 2014, Place and Kanneganti 2018). Recientemente se han propuesto otros mecanismos 
para el priming de NLRP3, independientes de la regulación transcripcional, y que implican 
modificaciones post-traduccionales involucradas principalmente en la estabilización de 
NLRP3, como ubiquitinación/des-ubiquitinación, unión a ciertas chaperonas y relocalización 
sub-celular del receptor (Place and Kanneganti 2018). Por ejemplo, los monómeros de NLRP3 
citosólicos son mantenidos en un estado ubiquitinado, inactivo e incapaz de oligomerización, 
hasta que las señales de priming estimulan la des-ubiquitinación del dominio LRR (Juliana, 
Fernandes-Alnemri et al. 2012). Estos mecanismos son dependientes del contexto y del tipo 
celular, y se piensa que proporcionan umbrales diferenciales para la activación del 
inflamasoma, estableciendo puntos de control que impiden su activación accidental (Dubois, 
Wullaert et al. 2016, Place and Kanneganti 2018). 
La segunda señal requerida para la activación del inflamasoma NLRP3 puede provenir de 
un amplio grupo de agonistas que disparan el ensamblado del complejo, culminando con la 
activación de caspasa-1. Dada la diversidad de estos activadores, que pueden ser tanto 
exógenos como endógenos, se han propuesto diversos mecanismos que pueden explicar la 
activación del inflamasoma a través de vías celulares en común que se generen 
posteriormente a la unión o internalización de dichos estímulos. Algunos de estos 
mecanismos incluyen cambios en la homeostasis iónica (por eflujo de K+, influjo de Ca+2, o 
disrupción de la membrana mediada por toxinas tales como la nigericina), ruptura de 
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lisosomas con liberación de catepsina B (la cual es capaz de activar inflamasomas), y 
producción de especies reactivas del oxígeno (reactive oxygen species, ROS), asociada o no 
a daño mitocondrial (Sutterwala, Haasken et al. 2014). Recientemente se ha propuesto una 
teoría unificadora en la cual estos tres modelos (eflujo de potasio, daño lisosomal y 
producción de ROS) convergen para inducir la liberación de ADN mitocondrial oxidado que 
es el que activa finalmente a NLRP3 (Shimada, Crother et al. 2012).  
Además de este modelo clásico de activación del inflamasoma NLRP3, recientemente se 
comenzaron a describir otros mecanismos en los cuales la formación del inflamasoma ocurre 
a través de vías de señalización diferentes a las descriptas más arriba. Una de ellas es la 
denominada activación no canónica, e involucra el ensamblado del complejo de manera 
secundaria a la activación de caspasa-11 (Caspasa-4/5 en humanos), la cual es capaz de 
detectar LPS en el citoplasma celular ante la invasión por bacterias Gram-negativas y formar 
un tipo de inflamasoma, independiente de NLRP3 y ASC, capaz de clivar GSDMD pero no 
pro-IL-1β ni pro-IL-18; se cree que la desestabilización de la membrana generada por la 
formación de poros activa al inflamasoma NLRP3, con la consecuente maduración de estas 
citoquinas a través de la acción de caspasa-1, y culminando en piroptosis (Malik and 
Kanneganti 2017, Yi 2017).  
Otro tipo de activación del inflamasoma NLRP3 denominada activación alternativa, está 
caracterizada por el ensamblado del inflamasoma en respuesta a una única señal, y parece 
ser independiente del eflujo de K+ y de la inducción de piroptosis, pero aun involucra la 
maduración de IL-1β y su secreción por mecanismos no claramente establecidos (Gaidt and 
Hornung 2017). La activación alternativa del inflamasoma NLRP3 ha sido descripta en 
monocitos humanos en respuesta a LPS como único inductor (Gaidt, Ebert et al. 2016), y 
también en respuesta a señales endógenas, independientes de componentes microbianos o 
de ATP extracelular, provenientes de células iNTK (Felley, Sharma et al. 2016). En ambos 
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casos, la activación del inflamasoma involucra vías de señalización a través de caspasa-8 
que culminan en secreción de IL-1β, pero no en piroptosis (Figura 6).  
  
Figura 6. Otros mecanismos de activación del inflamasoma NLRP3. La activación no 
canónica se produce secundariamente a la activación de in inflamasoma atípico formado 
por caspasa-11 en respuesta a la presencia de LPS intracelular (izquierda). La activación 
alternativa se produce ante la presencia de un ligando único e involucra la actividad de
caspasa-8, sin que ocurra piroptosis. Tomado de (He, Hara et al. 2016) 
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1.2.2.2. Activación del inflamasoma NLRP3 por material particulado 
La fagocitosis incompleta de cristales de MSU, de colesterol, o de partículas de asbesto 
por macrófagos y otros fagocitos llevan a la desestabilización y ruptura del lisosoma, con 
liberación de catepsina B, la cual es capaz de activar el inflamasoma (Abais, Xia et al. 2015, 
Rabolli, Lison et al. 2016). De manera importante, los cristales y partículas son capaces de 
proveer señales de priming. Por ejemplo, cuando son expuestos a partículas de 
polimetilmetacrilato (PMMA, componente de las prótesis ortopédicas), los macrófagos 
secretan TNF-α, una citoquina que induce el priming de NLRP3 a través de la vía de 
NFκB/AP1, y algunos tipos celulares epiteliales liberan alarminas, como IL-1α y HMGB1, que 
también activan la vía de NFκB e inducen el priming de NLRP3. Las partículas también 
interfieren con la maquinaria normal de autofagia/mitofagia, lo cual conlleva acumulación de 
mitocondrias dañadas y producción de ROS (Rabolli, Lison et al. 2016). 
1.2.2.3. El papel de las especies reactivas del oxígeno y la mitocondria en el priming y 
activación del inflamasoma NLRP3 
La activación de caspasa-1 y liberación de IL-1β en respuesta a un número de inductores 
que generan ROS llevó a proponer a éstas como el intermediario común para la activación 
del inflamasoma NLRP3. La estructura cristalina de NLRP3 contiene un puente disulfuro 
evolutivamente muy conservado, altamente sensible a alteraciones en el estado redox (Bae 
and Park 2011), lo que proporciona una base estructural para la hipótesis de las ROS como 
vía común para la activación, o la regulación de la activación, de NLRP3. El ATP extracelular 
y los cristales de MSU, sílice y asbesto, entre otros activadores, inducen la producción de 
ROS, y se ha demostrado que la activación de caspasa-1 y liberación de IL-1β en respuesta 
a estos inductores es dependiente de la actividad de la NADPH oxidasa en macrófagos (Cruz, 
Rinna et al. 2007, Dostert, Pétrilli et al. 2008). En otros modelos se encontró que la activación 
del inflamasoma NLRP3 es independiente de la actividad NADPH oxidasa, pero no de las 
ROS mitocondriales (mitochondrial ROS, mtROS) (Abais, Xia et al. 2015). Además, 
recientemente se ha descripto que las mtROS inducen el priming no transcripcional de NLRP3 
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en macrófagos de ratón en respuesta a LPS y ATP, en un proceso que involucra la des-
ubiquitinación del dominio LRR (Juliana, Fernandes-Alnemri et al. 2012). 
Además de su papel en el priming y activación del inflamasoma NLRP3 a través de la 
producción de oxidantes, la mitocondria aporta otros mecanismos para la regulación de la 
actividad del inflamasoma. Por ejemplo, en células en reposo, NLRP3 se localiza en el citosol 
y retículo endoplasmático (RE), pero es reclutado por la mitocondria ante el estímulo por LPS-
nigericina, y este evento es requerido para la producción de IL-1β (Subramanian, Natarajan 
et al. 2013). También se demostró que el ADN mitocondrial oxidado se une directamente a 
NLRP3 y causa activación del inflamasoma de manera dependiente de NFκB, (Shimada, 
Crother et al. 2012). 
1.2.2.4. Activación del inflamasoma por compuestos de arsénico  
La exposición a arsénico es otra condición patológica donde se incrementa la producción 
de ROS (Lombardo, Cavaliere et al. 2012). El arsénico es un metaloide que causa efectos 
nocivos en la salud humana y animal (Celik, Gallicchio et al. 2008). Entre estos se incluyen 
varias formas de cáncer y enfermedades cardiovasculares (Wang, Wang et al. 2007, 
Steinmaus, Ferreccio et al. 2014). De manera paradójica, el arsénico puede tener una 
toxicidad selectiva sobre células neoplásicas, como ocurre en el caso de ciertos tipos de 
leucemias y linfomas. Los estudios epidemiológicos también han confirmado que la 
exposición a arsénico aumenta el riesgo de patologías óseas, incluyendo alteraciones del 
metabolismo óseo, remodelación ósea y osteopenia (Hu, Cheng et al. 2012, Akbal, Yılmaz et 
al. 2014). Desde el punto de vista clínico también se ha confirmado la exposición a arsénico 
como causa del cuadro denominado “Reabsorción ósea por intoxicación arsenical”, en el que 
la alteración ósea se asocia con las clásicas manifestaciones dermatológicas, 
cardiovasculares, hematológicas, oncológicas y endocrinológicas de la intoxicación crónica 
por arsénico (Dani 2013). En el plano experimental también se ha demostrado que el arsénico 
tiene la capacidad de activar algunos inflamasomas como AIM2, tanto en líneas celulares de 
queratinocitos (HaCaT) como en la piel de ratones BALB/c (Zhang, Qi et al. 2016). 
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1.2.3. Funciones de NLRP3 
Si bien NLRP3 es activado por una gran variedad de agentes infecciosos y de sus 
componentes, en general presenta redundancia con otros inflamasomas involucrados en la 
detección específica de patógenos, como en el caso de NLRC4 y la infección por Salmonella 
typhimurium (Broz, Newton et al. 2010). En la inflamación estéril, sin embargo, el rol de este 
inflamasoma parece no ser redundante sino exclusivo en una lista cada vez más extensa de 
patologías, que van desde enfermedades auto-inflamatorias causadas por mutaciones 
dominantes, hasta enfermedades metabólicas asociadas a inflamación de bajo grado 
(Abderrazak, Syrovets et al. 2015). La participación del inflamasoma NLRP3 en tal cantidad 
de enfermedades inflamatorias implica que, como contrapartida, su rol fisiológico podría ser 
el de restaurar la homeostasis alterada debido a fluctuaciones del ambiente tisular que 
ocurren en el rango fisiológico (Coll, O'Neill et al. 2016). 
1.2.3.1. Inflamación patológica dirigida por NLRP3 
Enfermedades auto-inflamatorias 
Las mutaciones de NLRP3 causan activación constitutiva del inflamasoma (Manthiram, 
Zhou et al. 2017) y se han identificado aproximadamente 80 mutaciones patogénicas del gen 
NLRP3, en pacientes con enfermedades autoinflamatorias sistémicas conocidas como 
criopirinopatías o síndrome periódico asociado a criopirinas (CAPS), entre ellas la ya 
mencionada NOMID, el síndrome de Muckle-Wells (MWS) y el síndrome auto-inflamatorio 
familiar inducido por el frío (FCAS) (Hoffman and Brydges 2011). Estas patologías abarcan 
síntomas que van desde fiebre, urticaria y dolor articular, hasta sordera, meningitis aséptica 
crónica, retraso en el desarrollo y deformidades óseas (Manthiram, Zhou et al. 2017). De 
hecho, las malformaciones esqueléticas son características típicas de la NOMID (Feldmann, 
Prieur et al. 2002, Ivona, Miroslawa et al. 2002), y la mayoría de los pacientes padece 
osteoporosis (Hill, Namde et al. 2007). Las mutaciones de NLRP3 en estas patologías son 
dominantes y parecen afectar principalmente al dominio de unión a nucleótido, provocando 
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la oligomerización espontánea del receptor y volviéndolo hiper-reactivo a estímulos pro-
inflamatorios, aunque los mecanismos no están del todo claros (Park, Bourla et al. 2012, 
Manthiram, Zhou et al. 2017) 
Enfermedades asociadas a inflamación crónica de bajo grado 
Como se mencionó, NLRP3 puede ser activado por múltiples estímulos estériles, 
incluyendo excedentes metabólicos tales como ácidos grasos saturados, urato monosódico y 
cristales de colesterol (Duewell, Kono et al. 2010, Schroder and Tschopp 2010, Doherty, 
Brydges et al. 2011). La participación de NLRP3 en una gran variedad de enfermedades 
inflamatorias metabólicas, tanto congénitas como adquiridas, incluyendo gota, pseudogota, 
obesidad, diabetes tipo 2 y aterosclerosis, está asociada principalmente a la producción de 
citoquinas pro-inflamatorias (Lamkanfi and Dixit 2014, Man and Kanneganti 2015). Por 
ejemplo, la activación del inflamasoma NLRP3 está considerablemente incrementada en el 
tejido hepático y adiposo en ratones y humanos obesos. En ratones, tanto el infiltrado 
inflamatorio en el tejido adiposo, como la hipertrofia de los adipocitos, el sobrepeso y los 
niveles circulantes de adipoquinas son dependientes de la activación de NLRP3 y la 
producción de las citoquinas pro-inflamatorias (Stienstra, van Diepen et al. 2011). Se ha 
sugerido además que NLRP3 es importante en la regulación de los programas de desarrollo 
de los adipocitos a través de la actividad de caspasa-1, la cual puede clivar y modular 
proteínas específicas de adipocitos, independientemente de su rol en el procesamiento de IL-
1β (Abderrazak, Syrovets et al. 2015). 
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1.2.3.2. Inflamación homeostática y funciones fisiológicas de NLRP3  
La inflamación se produce en respuesta a una amplia gama de condiciones que alteran 
la homeostasis del organismo. Las infecciones, el daño tisular traumático y las enfermedades 
auto-inflamatorias ubican la respuesta inflamatoria en el extremo de una escala (inflamación 
de alto grado, sea aguda o crónica), mientras que las patologías metabólicas como las 
descriptas arriba, junto con otras alteraciones funcionales de los tejidos, inducen respuestas 
en el otro extremo de la escala (inflamación de bajo grado), cercanas a la regulación 
fisiológica de la homeostasis (estado basal). Como se mencionó, esta respuesta se ha 
denominado para-inflamación o inflamación homeostática, y su no resolución puede derivar 
en patologías inflamatorias crónicas características de las enfermedades metabólicas 
modernas, como la obesidad y la arterosclerosis (Medzhitov 2008, Itoh, Suganami et al. 
2011).  
La contribución del inflamasoma NLRP3 a patologías asociadas a procesos para-
inflamatorios (como en la obesidad, mencionada previamente), sugiere que su rol fisiológico 
es el de restaurar la homeostasis durante las fluctuaciones cotidianas del ambiente celular. 
En este sentido, varios estudios han demostrado que NLRP3, mediante la producción de 
niveles bajos de IL-1β, regula el metabolismo de glucosa y de triglicéridos durante las 
fluctuaciones metabólicas diarias que ocurren como consecuencia de la ingesta nutricional y 
el gasto energético en individuos sanos (Coll, O'Neill et al. 2016). Así, es posible que, durante 
la homeostasis, NLRP3 y IL-1β mantengan los niveles de lípidos en rangos fisiológicos, pero 
que en la obesidad, la estimulación crónica de NLRP3 y los niveles incrementados de 
citoquinas pro-inflamatorias contribuya al establecimiento del estado patológico (Haneklaus 
and O’Neill 2015). 
De esta manera, ante una alteración persistente de la homeostasis, las funciones 
fisiológicas de NLRP3 pueden verse afectadas y derivar en inflamación homeostática, o 
volverse irreversiblemente perjudiciales y llevar a la inflamación crónica.  
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1.3. HOMEOSTASIS DEL TEJIDO ÓSEO 
El esqueleto es un órgano multifuncional que, además de ejercer su papel principal de 
protección, locomoción y sostén físico del cuerpo de los vertebrados, exhibe una amplia 
variedad de funciones que impactan en la fisiología general del organismo: es clave en la 
regulación de la homeostasis mineral, el equilibrio ácido-base y la hematopoyesis, y tiene una 
importante función endócrina (Burr and Akkus 2014). Esto es consecuencia de la naturaleza 
altamente dinámica del esqueleto, donde el tejido óseo está siendo constantemente 
reabsorbido y regenerado por células especializadas: osteoclastos (OC) y osteoblastos 
(OB) respectivamente. Estas células son capaces de integrar señales fisiológicas locales y 
sistémicas, y son los principales reguladores del metabolismo óseo y de su impacto sobre 
otros procesos fisiológicos del organismo (Novack and Mbalaviele 2016). 
1.3.1. Estructura del tejido óseo 
El tejido óseo está compuesto en un 65% por material inorgánico, representado 
principalmente por hidroxiapatita, y entre un 20-25% por componentes orgánicos, 
primariamente colágeno tipo I. Estos materiales conforman la matriz ósea extracelular 
(MOE), en la que cristales de hidroxiapatita se intercalan y depositan sobre fibrillas de 
colágeno tipo I. Además, otras proteínas representan un pequeño pero importante porcentaje 
de la MOE, tales como proteoglicanos, glicoproteínas, osteocalcina, la proteína morfogénica 
ósea (bone morphogenic protein, BPM) y ciertos factores de crecimiento, como TGF-β (Burr 
and Akkus 2014). La MOE se organiza de manera jerárquica en el hueso, contribuyendo tanto 
a su función mecánica y de sostén, como a sus otros roles fisiológicos (Figura 7) (Liu, Luo et 
al. 2016).  
Introducción  
24 
 
 La MOE contiene a las células del tejido óseo (osteoblastos, osteocitos, células de 
revestimiento y osteoclastos), y regula las actividades de las mismas. La MOE es 
continuamente producida por los osteoblastos y reabsorbida por los osteoclastos, mientras 
que osteocitos y células de revestimiento actúan como mecano-sensores y coordinadores de 
este proceso de remodelado óseo.  
Así, la homeostasis del tejido óseo se mantiene gracias al acoplamiento entre formación 
y reabsorción ósea (Figura 8), producido por las interacciones de las células óseas entre sí y 
con la MOE, a través de la integración de factores locales (como citoquinas y factores de 
crecimiento) y sistémicos (como calcitonina y ciertas hormonas). El desbalance de cualquiera 
de estos factores en favor de la actividad de los osteoclastos puede generar patologías tales 
como la osteoporosis (Florencio-Silva, Sasso et al. 2015). 
Osteonas
100 µM
Nanocristal 
de HA
Fibrilla
de colágeno Hueso cortical 
Hueso trabecular
o esponjoso
Molécula 
de colágeno Triple hélice de  tropocolágeno 
Figura 7. Organización jerárquica del hueso.  El tejido óseo se organiza desde la nano-
a la macroestructura como consecuencia de la acción concertada de las células que lo
componen. Tomado de (Liu, Luo et al. 2016) 
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1.3.2. Osteoclastos 
Los osteoclastos son las principales células involucradas en la reabsorción ósea, y su 
actividad es esencial tanto para el modelado óseo, que ocurre durante el crecimiento y que 
involucra cambios en la forma de los huesos, como para la remodelación ósea, 
indispensable para mantener la integridad del esqueleto adulto (Bellido, Plotkin et al. 2014). 
A diferencia de los otros tipos celulares que componen el tejido óseo, de origen mesenquimal, 
los OC son de origen hematopoyético. Son células multinucleadas, que se forman por la 
fusión de precursores mieloides del linaje de monocitos/macrófagos en respuesta a la 
acción de moléculas reguladoras, principalmente el factor estimulante de colonias de 
macrófagos (macrophage colony-stimulating factor, M-CSF), que genera señales 
mitogénicas y de supervivencia (Stanley and Chitu 2014), y el ligando del receptor activador 
Figura 8. Acoplamiento entre formación y reabsorción ósea. El remodelado óseo 
ocurre por la acción concertada de células que forman el compartimiento de remodelado 
óseo (bone remodeling compartment, BRC). Las señales que generan estas células
permiten mantener el balance entre la formación de MOE y su degradación, mientras que
las señales sistémicas influencian para desplazar el equilibrio de acuerdo a las 
necesidades fisiológicas del organismo. Tomado de (Bellido, Plotkin et al. 2014) 
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de NF-kB (receptor activator of nuclear factor kappa-b ligand, RANKL), cuyas acciones 
promueven la diferenciación y activación de OC (Wada, Nakashima et al. 2006). Además, una 
variedad de otras moléculas -incluyendo citoquinas, factores de crecimiento hormonal y 
señales de peligro liberadas por células y tejidos dañados- regulan directa o indirectamente 
las acciones de MCS-F y RANKL, balanceando estímulos pro- y anti-osteoclastogénicos 
(Novack and Mbalaviele 2016). En la mayoría de las patologías inflamatorias que involucran 
pérdida ósea, los niveles de RANKL suelen estar elevados como producto de la acción de 
citoquinas pro-inflamatorias, como IL-1β, interleuquina 6 (IL-6) y TNF-α, las cuales no sólo 
estimulan la reabsorción del hueso, sino que además inhiben su formación (Pacifici, Rifas et 
al. 1989). Así, la erosión ósea suele estar asociada a enfermedades inflamatorias infecciosas, 
como la endotoxemia o periodontitis, o a patologías inflamatorias no relacionadas con 
infecciones, como la artritis reumatoide (Raisz 2005, Walsh, Reinwald et al. 2009). La 
osteoporosis por deficiencia de estrógenos se ha vinculado también a la inflamación crónica 
de bajo grado provocada por citoquinas, incluyendo IL-6, IL-1β y TNF-α (Cenci, Toraldo et al. 
2003, D'Amelio, Grimaldi et al. 2008, Sanguineti, Puddu et al. 2014). 
1.3.2.1. Diferenciación de los osteoclastos 
Los precursores de los osteoclastos se originan principalmente en la médula ósea a partir 
de la unidad formadora de granulocitos (granulocyte-macrophage colony-forming unit, GM-
CFU), de donde también surgen monocitos y granulocitos. Los precursores comprometidos a 
OC, o pre-osteoclastos (pre-OC), expresan fosfatasa ácida resistente al tartrato (tartrate-
resistent acid phosphatase, TRAP) y el receptor de vitronectina (integrina αvβ3), mientras que 
los OC maduros incrementan la expresión de la cisteína-proteasa catepsina K, del receptor 
de calcitonina, y de integrina αvβ3 (Boyle, Simonet et al. 2003) (Figura 9).  
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Los precursores de OC proliferan y se comprometen hacia la diferenciación 
principalmente en respuesta a M-CSF y RANKL (Bellido, Plotkin et al. 2014). M-CSF se une 
a su receptor c-Fms (CD115) y controla el crecimiento y la supervivencia del linaje de OC 
mediante la regulación de numerosas vías, incluyendo las vías de MAPKs, como y JNK, la de 
β-catenina, y la vía mTOR/PI3K/Akt (Novack and Mbalaviele 2016). Además, M-CSF 
contribuye no sólo a la diferenciación temprana de OC, promoviendo por ejemplo la expresión 
de RANK, el receptor de RANKL, sino que también influye sobre la actividad de OC maduros, 
ya que regula la reorganización del citoesqueleto dependiente de la tirosina quinasa Src, un 
proceso requerido durante el ciclo de remodelación ósea (Bellido, Plotkin et al. 2014). 
RANKL induce a los precursores comprometidos a salir del ciclo celular y fusionarse para 
formar células multinucleadas (Boyce 2013). La unión de RANKL al complejo trimérico RANK 
expresado en precursores de OC dispara la activación de varias vías de transducción de 
señales, incluyendo las de MAPKs (p38, ERK, JNK), mTOR, PI3K e, importantemente, las 
vías canónica y alternativa de NFκB. La activación y translocación nuclear de NFκB lleva a la 
inducción de c-Fos/AP1, contribuyendo a la expresión del factor de transcripción “maestro” 
Figura 9. Diferenciación de los osteoclastos. Los precursores de osteoclastos se 
encuentran principalmente en la médula ósea, y se comprometen a la diferenciación por 
acción de RANKL y M-CSF. Estos pre-osteoclastos se fusionan y forman células 
multinucleadas muy grandes, que terminan su diferenciación cuando se adhieren a la 
superficie ósea a través de la unión de integrina β3 con proteínas de la MOE. Tomado de 
(Boyle, Simonet et al. 2003), con modificaciones 
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de la osteoclastogénesis, el factor nuclear de células T activadas, citoplásmico 1, o NFATc1 
(nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic 1) (Boyce and Xing 2007). NFATc1 regula 
genes específicos de OC, incluyendo TRAP y catepsina K. Además, bajo la influencia de la 
interacción RANKL/RANK, NFATc1 también induce la expresión de DC-STAMP, requerida 
para la fusión de los precursores de OC (Florencio-Silva, Sasso et al. 2015). La diferenciación 
terminal de los pre-OC, que se produce en la superficie de hueso y requiere de la adhesión 
de los mismos a la MOE, involucra la participación de integrina αvβ3, un receptor 
transmembrana heterodimérico regulado por RANKL que se une a proteínas de la MOE con 
motivos Arg-Gly-Asp (RGD), como vitronectina, osteopontina y colágeno I desnaturalizado 
(Boyce and Xing 2008). Así, RANKL media varios aspectos de la diferenciación, incluyendo 
la fusión de precursores mononucleares, la expresión de ciertas proteínas específicas de OC, 
la adherencia a las superficies óseas y la estimulación de la reabsorción. 
1.3.2.2. Estructura y función de los osteoclastos 
Durante la diferenciación terminal a osteoclastos, la adhesión a la MOE mediada por 
integrina αvβ3 es necesaria para que ocurra la polarización, un fenómeno caracterizado por 
cambios drásticos en la estructura del citoesqueleto en el que se generan zonas o dominios 
bien definidos en la membrana del OC (Figura 10). La reorganización del citoesqueleto de 
actina en un cinturón o anillo de F-actina forma la zona de sellado, una región libre de 
organelas a través de la cual se produce la adhesión a la MOE, delimitando el espacio de 
reabsorción debajo del OC, llamado laguna de reabsorción. Este espacio es acidificado por 
los OC resultando en la disolución de los componentes inorgánicos de la matriz ósea 
(principalmente hidroxiapatita), y en la exposición de la fase orgánica del hueso, la cual es 
degradada por enzimas lisosomales que son secretadas por los OC, como catepsina K. La 
acidificación de la laguna de resorción con liberación de proteasas es llevada a cabo por otro 
dominio delimitado por la zona de sellado, la membrana o borde rugoso, el cual se forma 
por la fusión de lisosomas secretores con la membrana plasmática (Cappariello, Maurizi et al. 
2014). Este dominio es responsable de la secreción de enzimas hidrolíticas y de los iones Cl-
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, y es también responsable de la internalización de los productos degradados de la MOE, los 
cuales son endocitados y viajan dentro de vesículas que se fusionan con lisosomas, donde 
son digeridos, o bien son liberados hacia el torrente sanguíneo desde la membrana 
basolateral, (Nesbitt and Horton 1997, Salo, Lehenkari et al. 1997). 
En este proceso de reabsorción ósea, los componentes de la matriz degradados son 
excretados o bien liberados directamente en el microambiente óseo al desprenderse los OC 
para reiniciar el ciclo de reabsorción. Los productos de degradación de la MOE generados, 
como proteínas (incluyendo colágeno I, BMP y TGF-β) y iones y cristales de calcio, podrían 
actuar como DAMPs y activar inflamasomas en células del microambiente óseo, perpetuando 
las señales pro-osteoclastogénicas mediante la acción de IL-1β (Novack and Mbalaviele 
2016). Por ejemplo, los cristales de hidroxiapatita son potentes activadores del NLRP3 
inflamasoma en el linaje monocitos/macrofágos (Jin, Frayssinet et al. 2011).  
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1.3.2.3. Metabolismo oxidativo y diferenciación de osteoclastos 
Las ROS son esenciales para la diferenciación y función de los osteoclastos, aunque los 
mecanismos exactos aun no son claros. En un reciente modelo propuesto por Callaway et al., 
se plantea que las ROS tienen acciones diferentes de acuerdo con el estadio de 
diferenciación de los OC. Así, en la diferenciación temprana, la interacción de RANKL con su 
receptor RANK induce la generación de anión superóxido por NOX vía Rac1, lo cual conlleva 
a la degradación de IκB y translocación nuclear de NFkB, favoreciendo la transcripción de 
NFATc (el gen maestro de la osteoclastogénesis). En la diferenciación tardía, las ROS 
involucradas parecen ser de origen mitocondrial, debido al incremento de la biogénesis 
mitocondrial vía PGC-1α (Callaway and Jiang 2015). En este sentido, se ha demostrado que 
Figura 10. Estructura funcional del osteoclasto. La membrana de los osteoclastos 
maduros está polarizada y organizada en dominios funcionales que permiten la 
degradación de la MOE, la incorporacion de los productos de degradacion, y su 
liberaciónal microambiente óseo. SZ, sealing zone (zona de sellado); TZ, transition zone 
(zona de transición). Tomado de (Bellido, Plotkin et al. 2014), con modificaciones. 
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la hipoxia induce un aumento de mtROS en los OC (Morten et al., 2013; Shimada et al., 2012; 
Srinivasan et al., 2007), provocando un incremento en la osteoclastogénesis y un aumento 
de la reabsorción ósea. La importancia de las mtROS en la osteoclastogénesis ha sido 
demostrada en ratones que sobre-expresan la catalasa mitocondrial específicamente en 
osteoclastos. Estos ratones aumentaron la masa ósea debido a una reducción en la formación 
y la supervivencia de los OC, en tanto que estuvieron protegidos de la pérdida ósea inducida 
por ovariectomía (Bartell et al., 2014). Esto demuestra la importancia de las mtROS en la 
activación de los osteoclastos, e ilustra cómo la acumulación de ROS en hipoxia promueve 
directamente la reabsorción ósea (Arnett et al., 2003; Knowles et al., 2009; Muzylak et al., 
2006; Utting et al., 2010). De manera importante, la exposición de células RAW264.7 (una 
línea celular de macrófagos murinos con capacidad de diferenciarse a osteoclastos) a 
concentraciones relativamente bajas de arsenito de sodio, resultó en un incremento de ROS 
acompañado de una mayor osteoclastogénesis, un efecto revertido por catalasa (Szymczyk, 
Kerr et al. 2006) 
1.3.3. Factores sistémicos y locales que regulan la actividad de los osteoclastos 
La proliferación, diferenciación y actividad de los OC están controladas por factores tanto 
sistémicos como locales. Ciertas moléculas sistémicas son importantes para el 
mantenimiento de la homeostasis ósea a través de la regulación directa o indirecta de la 
actividad de OC, como la hormona paratiroidea (parathyroid hormone, PTH), calcitonina, 
1,25-dihidroxivitamina D3, glucocorticoides, andrógenos y estrógenos (Bellido, Plotkin et al. 
2014). Por ejemplo, los estrógenos regulan la actividad de OC de manera indirecta inhibiendo 
la producción de RANKL y estimulando la producción de OPG por osteoblastos y osteocitos, 
y regulando negativamente los niveles de IL-1, IL-6, IL-11, TNF-α y M-CSF producidos por 
otros tipos celulares. Los estrógenos pueden también regular directamente la actividad de los 
OC ya que éstos expresan el receptor de estrógenos ERα. Sus efectos directos sobre los OC 
incluyen la inducción de apoptosis vía ligando de Fas (FasL) en OC maduros, e inhibición de 
la diferenciación por mecanismos aún no establecidos claramente. La deficiencia de esta 
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hormona está asociada al desarrollo de osteoporosis, por ejemplo, durante la menopausia 
(Pacifici, Rifas et al. 1989). Por su parte, niveles elevados y sostenidos de PTH incrementan 
la producción de RANKL por OB, y así estimulan la diferenciación de OC, un fenómeno que 
ocurre en ciertas patologías como el hiperparatiroidismo (Florencio-Silva, Sasso et al. 2015). 
Por su parte, el microambiente de la médula ósea contiene una gran variedad de 
moléculas que regulan a los OC, incluyendo factores de crecimiento, citoquinas, hormonas y 
ciertos DAMPs, que actúan regulando directa o indirectamente las acciones de RANKL y M-
CSF. Por ejemplo, citoquinas como IL-1, interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 11 (IL-11) y 
TNFα, incrementan la expresión y producción de RANKL por OB, regulando de manera 
indirecta la acción de los OC (Mbalaviele, Novack et al. 2017).  Algunas de estas citoquinas 
tienen además efectos directos, ya que se unen a sus receptores en los OC. TNF-α e IL-1β, 
por ejemplo, activan vías de señalización similares a las activadas por RANKL, y sinergizan 
con éste para estimular la formación de OC (Novack and Teitelbaum 2008).  
1.3.3.1. Influencia de IL-1β sobre la diferenciación y función de los osteoclastos 
Como se mencionó, IL-1β tiene efectos directos e indirectos sobre la osteoclastogénesis 
y actividad de los OC, ya que activa vía similares a las de RANKL a través de su receptor IL-
R1 en OC. Su efecto se produce posteriormente al compromiso hacia la diferenciación, ya 
que la expresión de este receptor es inducida por RANKL en pre-osteoclastos, y se cree que 
promueve la multi-nucleación y la diferenciación terminal de los OC, y parece además 
sustentar la formación del anillo de actina y la supervivencia celular. Indirectamente, esta 
citoquina pro-inflamatoria es un importante mediador de la producción de RANKL inducida 
por TNF-α en células del linaje osteoblástico (Bellido, Plotkin et al. 2014). Como se ha 
mencionado, la maduración y secreción de IL-β depende de la actividad de los inflamasomas. 
Las mutaciones activadoras en los inflamasomas causan severas patologías debido a las 
elevadas concentraciones sistémicas de IL-1β, con consecuencias para el hueso tales como 
la osteolisis inflamatoria (Mbalaviele, Novack et al. 2017). 
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2. HIPÓTESIS y OBJETIVOS 
Antecedentes y fundamentos 
La homeostasis del tejido óseo se mantiene gracias al balance entre la producción de la 
matriz ósea extracelular por osteoblastos y su degradación por osteoclastos. La actividad de 
estas células está regulada por factores locales y sistémicos, de manera de asegurar el 
acoplamiento entre los dos procesos para una adecuada remodelación ósea. Las alteraciones 
en la homeostasis del tejido óseo que producen desequilibrios en favor de la reabsorción 
llevan a la pérdida de masa ósea, lo que puede devenir en patologías tales como la 
osteoporosis. Los desequilibrios pro-osteoclastogénicos pueden deberse a un aumento de la 
diferenciación de precursores de osteoclastos (ya sea por un incremento en la disponibilidad 
de dichos precursores o por una mayor capacidad de diferenciación de los mismos), o a una 
mayor actividad de los osteoclastos (por ejemplo, por factores que incrementan su 
supervivencia).  
Como ya se mencionó, en una variedad de condiciones patológicas en las que aumenta 
la producción de citoquinas pro-inflamatorias, se observa reabsorción excesiva de tejido óseo. 
En este sentido, el grupo del Dr. Mbalaviele ha encontrado que los altos niveles de IL-1β e 
IL-6 en suero y tejidos en ratones que expresan globalmente la mutación D301N en Nlrp3 
(que provoca la fenocopia del NOMID humano), son la causa de la pérdida de masa ósea que 
se observa en estas enfermedades auto-inflamatorias, y posiblemente en otros trastornos 
asociados a defectos de NLRP3. Además, como consecuencia del alto perfil inflamatorio, el 
número de precursores mieloides en la médula ósea está muy incrementado, aumentando la 
disponibilidad de precursores de osteoclastos (Bonar, Brydges et al. 2012). Sin embargo, en 
una publicación posterior, este mismo grupo demostró que, en ausencia de inflamación 
sistémica, la activación de NLRP3 restringida al linaje de OC ya maduros o comprometidos a 
la diferenciación en modelos murinos también produce pérdida ósea, indicando que NLRP3 
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podría tener funciones en el control de la homeostasis del tejido óseo, independientemente 
de la existencia de inflamación sistémica (Qu, Bonar et al. 2015).  
Se comentó anteriormente que el inflamasoma NLRP3 no actúa solamente en la 
respuesta inflamatoria ante infecciones o daños severos, sino que parece tener un rol 
fisiológico en el mantenimiento de la homeostasis, detectando alteraciones en el estado de 
los tejidos y respondiendo a los mismos de modo de reestablecer su funcionamiento normal. 
En situaciones donde esto no es posible -debido a la existencia de una alteración metabólica 
crónica, por ejemplo- se genera un estado de “inflamación homeostática”, caracterizado por 
el establecimiento de una patología inflamatoria de bajo grado, en donde el inflamasoma 
NLRP3 forma parte de un círculo vicioso que perpetúa el daño tisular y la inflamación. En el 
tejido óseo, la osteoporosis asociada a cambios hormonales, como la deficiencia de 
estrógenos en la menopausia o el hiperparatiroidismo, está asociada a inflamación de bajo 
grado, con producción de citoquinas pro-inflamatorias, como IL-1β y TNF-α. Sin embargo, no 
se había estudiado el rol del inflamasoma NLRP3 en estas patologías. Como parte del trabajo 
en el que se publicó esta tesis, se demostró que la osteopenia asociada a una elevada tasa 
de recambio óseo en modelos murinos de deprivación de estrógenos e hiperparatiroidismo, 
se vio reducida en ratones Nlrp3-/- (Alippe, Wang et al. 2017), indicando que este inflamasoma 
juega un rol importante en el establecimiento de estas patologías crónicas, y podría por lo 
tanto tener una función fisiológica en el mantenimiento de la homeostasis del tejido óseo.  
Un rol fisiológico de NLRP3 en el mantenimiento de la homeostasis del tejido óseo implica 
que éste debe ser capaz de reconocer señales inductoras, por ejemplo, aquellas provenientes 
de la matriz ósea extracelular que está siendo remodelada. Los cristales de hidroxiapatita 
liberados durante la reabsorción son un buen candidato, ya que el material particulado activa 
el inflamasoma NLRP3 (Chang, Tsai et al. 2015).  
Los estímulos pro-osteoclastogénicos generados por NLRP3 pueden ser consecuencia 
de la producción de IL-1β por otras células mieloides en el microambiente óseo, o por los 
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mismos precursores y osteoclastos. NLRP3 podría también tener acciones intrínsecas sobre 
la diferenciación. Se ha publicado evidencia, también por el grupo del Dr. Mbalaviele, en la 
que se demuestra la activación del inflamasoma NLRP3 en osteoclastos (Qu, Bonar et al. 
2015). 
 
2.1. HIPÓTESIS 
En este trabajo se plantea la hipótesis de que NLRP3 es un modulador de la 
osteoclastogénesis durante la inflamación homeostática asociada al recambio óseo 
exacerbado. 
 
2.2. OBJETIVO GENERAL 
Descubrir los mecanismos de activación del inflamasoma NLRP3 en el linaje osteoclástico 
durante la inflamación estéril de bajo grado (inflamación homeostática) y sus consecuencias 
sobre la fisiología ósea. 
 
2.2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Estudiar el efecto de NLRP3 sobre la osteoclastogénesis y actividad de osteoclastos 
 Identificar posibles activadores del inflamasoma NLRP3 en el tejido óseo 
 Determinar el rol del inflamasoma NLRP3 sobre la erosión ósea durante el remodelado 
óseo intenso  
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. ANIMALES 
Todos los estudios y procedimientos se realizaron observando el protocolo para 
experimentación con animales del Comité de Uso y Cuidado de Animales de la Universidad de 
Washington (IACUC). Se utilizaron ratones C57BL/6J mantenidos en el bioterio de la división de 
Medicina Comparativa. Los ratones deficientes para NLRP3 (Nlrp3-/-) y los deficientes para IL-R1 
(Il-1r-/-) fueron adquiridos al Laboratorio Jackson (USA). 
3.1.1. Modelo de osteolisis mediada por RANKL e inhibición de la reabsorción ósea por 
zoledronato 
Se administró GST-RANKL a una dosis de 1 μg/kg o PBS de forma intra-peritoneal a ratones 
macho de 3 meses, de manera diaria durante 2 días. La inhibición farmacológica de la 
reabsorción ósea se realizó por medio de la administración subcutánea de 40 mg/kg de 
zoledronato (Novartis #484188), una vez a la semana durante 4 semanas, previo al tratamiento 
con GST-RANKL. 
3.2. MICRO-TOMOGRAFÍA COMPUTADA (UCT) 
La evaluación de masa y microestructura del tejido óseo se realizó por examen post mortem 
de la región trabecular de los fémures de los animales tratados con vehículo, RANKL y/o 
Zoledronato). Los fémures fueron estabilizados en gel de agarosa al 2%, y las exploraciones se 
realizaron utilizando un sistema de tomografía µCT (Scanco uCT40) a lo largo del eje longitudinal 
del fémur. El volumen de interés se ubicó en la posición inmediatamente proximal a la placa de 
crecimiento, abarcando una altura de 350 mm sobre la región metafisaria, conteniendo la masa 
ósea por dentro de la envoltura cortical. 
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3.3. PREPARACIÓN DE DROGAS Y REACTIVOS 
3.3.1. Preparación de partículas de hueso 
Las partículas óseas (PO) fueron preparadas por aserramiento de hueso cortical bovino 
mediante una sierra automática de baja velocidad (Buehler IsoMet). Las partículas fueron lavadas 
con etanol 70%, re-suspendidas en PBS, esterilizadas por autoclave y lavadas 3 veces con PBS 
mediante centrifugación de alta velocidad. La concentración fue determinada pesando una 
alícuota seca después de los lavados para crear una suspensión stock 30 mg/ml.  
3.3.2. Desmineralización de las PO 
Las PO a una concentración de 30 mg/ml fueron incubadas con una solución de EDTA 0.5 
mM durante 15 minutos, filtradas, y diluidas hasta 200 veces. Como vehículo se utilizaron 
similares concentraciones y diluciones de EDTA. 
3.3.3. Hidroxiapatita 
Los cristales de hidroxiapatita (HA) fueron adquiridos a Sigma (#677418, tamaño de partícula 
< 200 nm) y se preparó una suspensión stock 100 mM en PBS, que fue esterilizada por luz UV 
previo a su utilización. 
3.3.4. Colágeno tipo I 
El colágeno tipo I fue obtenido de Santa Cruz Biotechnology (sc-29009). Para obtener 
fragmentos, el colágeno fue sonicado 2 veces durante 5 segundos con una amplitud de 40 
(Sonics Vibracell VC130BP), y posteriormente la solución fue filtrada con filtro de PVDF de 0.22 
μm. 
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3.3.5. Preparación de arsenito de sodio (NaAsO2) 
El NaAsO2 fue obtenido de Sigma (# S7400) y se prepararon soluciones concentradas (30 
mM) en agua destilada libre de endotoxina. Luego se llevaron a concentraciones de trabajo (1 
mM) en PBS. Las soluciones fueron preparadas en el momento del experimento.  
3.4. CULTIVO CELULAR 
Para obtener células de médula ósea, los fémures y las tibias se separaron en medio α-MEM 
con 10% suero bovino fetal (SBF), 100 mg/ml de estreptomicina y 100 UI/ml de penicilina G 
(medio de cultivo básico). Las células de médula ósea fueron eluídas de la cavidad medular 
quitando las epífisis y luego centrifugando a 13.000 rpm durante 30 segundos. Todos los cultivos 
se realizaron a 37° C en una atmósfera humidificada con 5% de CO2, y el recambio de medios 
con o sin suplementos se realizó cada dos días. 
3.4.1. Aislamiento y mantenimiento de macrófagos derivados de medula ósea (BMM) y 
células estromales (BMSC) 
Para obtener BMM (como fuente de precursores de osteoclastos) se realizó un cultivo de 
células de médula ósea, en un medio suplementado con sobrenadante de la línea celular 
fibroblástica CMG 14-12, en una dilución 1:25. Este suplemento actúa como fuente de factor 
estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF).  Las células se mantuvieron durante 4 días en 
placa de Petri antes de ser utilizadas para los distintos ensayos. 
Las células estromales de la médula ósea (BMSC) se obtuvieron por plaqueo de las células 
obtenidas de la médula ósea sobre placas de cultivo de tejidos con medio de cultivo D-MEM con 
20% SBF. Las células se dejaron crecer por 1-2 semanas hasta llegar a confluencia antes de ser 
utilizadas para los ensayos de co-cultivos. 
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3.4.2. Diferenciación a osteoclastos a partir de BMM 
Después de la expansión de los BMM, se eliminaron las células no adherentes por medio de 
lavados intensos con PBS, en tanto que los BMM se cosecharon con Tripsina-EDTA y se 
sembraron en placas de 96 pocillos, a una densidad final de 5-10 x 103 células por pocillo, 
utilizando un medio de cultivo que contiene una dilución 1:50 de CMG y 25-100 ng/ml de RANKL. 
El RANKL fue renovado cada 2 días cambiando la mitad del volumen del medio y manteniendo 
la concentración de la citoquina en los valores iniciales. Alternativamente, para la obtención de 
ARN y proteína, las células se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad final de 1.5 X 
105 células por pocillo. 
3.4.3. Co-cultivos BMSC/BMM 
En primer lugar, se realizó la expansión separada de cada tipo celular. Luego se sembraron 
en placas de 96 pocillos células de cada tipo en proporción 1:1 (6 X 104 de cada tipo celular), en 
un medio preparado con una parte de medio para BMSC y una parte para medio de OC (sin 
RANKL ni CMG). Además, se agregaron 10 nM de 1,25-dihidroxivitamina D3 y 100 nM de 
dexametasona para diferenciar a osteoblastos. Estos últimos son los que aportan RANKL y M-
CSF para la diferenciación de los osteoclastos. En la tabla 1 se detallan las combinaciones 
genotipo/tipo celular utilizadas. 
Tabla 1 
BMSC BMM 
C57BL/6 C57BL/6 
C57BL/6 Il-1r-/- 
Il-1r-/- C57BL/6 
Il-1r-/- Il-1r-/- 
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3.4.4. Ensayos trans-well 
Se utilizaron placas Corning de 24 pocillos con trans-wells de 0.4 μm. Las PO con medio de 
cultivo fueron colocadas en la parte superior del trans-well, mientras que las células se sembraron 
en la parte inferior a una densidad de 3 X 104 células por pocillo. 
3.4.5. Medición de Ca+2 extracelular 
La concentración de Ca+2 en el sobrenadante de cultivos fue determinada mediante el ensayo 
colorimétrico de Sigma (Calcium Colorimetric Assay, # MAK022) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. 
3.4.6. Tratamientos 
3.4.6.1. Diferenciación estimulada por componentes de la matriz ósea 
Para los estudios de diferenciación, los tratamientos con PO, HA o colágeno fueron realizados 
en células previamente expuestas a RANKL durante dos días (pre-osteoclastos). En el caso de 
los co-cultivos, las PO fueron agregadas a los dos días de iniciados los co-cultivos. 
3.4.6.2. Activación del inflamasoma 
El control positivo de activación del inflamasoma se realizó incubando BMM (precursores de 
osteoclastos) con 100 ng/ml de LPS (Sigma, # L4391) durante 3 horas, seguido de 15 μM de 
Nigericina (Adipogen, # AG-CN2-0020-M005) durante 30 minutos.  
Para evaluar la estimulación del inflamasoma con partículas, se incubaron BMM con LPS 100 
ng/ml durante 3 horas y luego con PO (concentración final 1.25-5 mg/ml) o HA (concentración 
final 0,25-1 mM). Alternativamente, los BMM fueron incubados directamente con PO o HA 
durante 1 hora. 
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3.4.6.3. Tratamientos con NaAsO2 
Los BMM (precursores) fueron incubados con NaAsO2 (2.5 X 10-4 – 2.5 μM) más RANKL 
durante 48 horas. El medio con RANKL fue renovado como se describió más arriba, pero no se 
renovó la suplementación con arsenito. Alternativamente, pre-osteoclastos (células tratadas con 
RANKL durante dos días) fueron tratados con similares dosis de NaAsO2. 
3.4.7. Evaluación de formación de osteoclastos in vitro 
En los cultivos simples, la formación de osteoclastos se evaluó al día 3-5 luego del tratamiento 
inicial con RANKL, independientemente del momento en que se adicionaron los otros reactivos 
(PO, NaAsO2, etc). En los cultivos sobre discos de hueso o superficies cubiertas de hidroxiapatita, 
la osteoclastogénesis se evaluó luego de 2-4 días de sembrados sobre estas superficies. En los 
co-cultivos, la diferenciación se evaluó entre los días 6-8 de iniciados los mismos.  
3.4.7.1. Tinción de TRAP 
Se utilizó la coloración citoquímica TRAP (kit de fosfatasa ácida leucocitaria, Sigma # 387A-
1KT) para identificar los OC. Las células fueron fijadas con formaldehído al 3.7% y 0,1% Tritón 
X-100, en placas de 96 pocillos, durante 10 min a temperatura ambiente. Luego de tres lavados 
con agua destilada se incubaron con la solución de coloración TRAP a 37 °C durante 15 min. Se 
utilizó un microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-U con objetivo 2X, que permite capturar la 
imagen del pocillo entero. Las imágenes digitales fueron obtenidas mediante una cámara 
QImaging. Las células positivas para TRAP con más de 3 núcleos fueron reconocidas como OC, 
y fueron contadas manualmente utilizando el contador de células del software ImageJ. Los 
resultados fueron expresados como el promedio del número de osteoclastos por pocillo (N° de 
OC/well) de al menos 3 replicados.   
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3.4.7.2. Anillos de actina 
Los precursores se cultivaron durante 2-3 días en presencia de RANKL y estos pre-
osteoclastos fueron cosechados con Tripsina/EDTA y sembrados sobre discos de hueso cortical 
bovino. A las 24 horas fueron estimulados o no con PO, y luego de 2-4 días las celulas fueron 
fijadas con 4% parafolmaldehído en PBS, lavadas, e incubadas con una dilución 1:200 del 
anticuerpo faloidina (Alexa Fluor 488 Phalloidin, #A12379) durante 30 minutos. Para visualizar 
los anillos, se utilizó un microscopio invertido Olympus modelo IX51, equipado con una cámara 
Digital de Olympus DP70, y las imágenes fueron capturadas con el software QCapture Pro y 
procesadas digitalmente con el software ImageJ. 
3.4.8. Evaluación de actividad de osteoclastos in vitro 
3.4.8.1. Pits de reabsorción sobre placas de hidroxiapatita  
Los precursores se cultivaron durante 2-3 días en presencia de RANKL y estos pre-
osteoclastos fueron cosechados con Tripsina/EDTA y sembrados sobre placas cubiertas de 
hidroxiapatita (Corning, # CLS3987). Se utilizó un microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-U en 
modo contraste de fase. Las imágenes digitales fueron obtenidas mediante una cámara 
QImaging y procesadas digitalmente con ImageJ. 
3.5. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE INFLAMASOMA  
3.5.1. Activación de caspasa-1 
Como resultado de la activación del inflamasoma, la pro-caspasa-1 sufre un auto-clivaje y se 
activa. La sonda FLICA contiene una secuencia específica para la acción enzimática de clivaje 
de la caspasa-1 (YVAD). Esta secuencia está rodeada por una marca de carboxifluoresceína 
(FAM) en uno de sus extremos, y por fluorometilcetona (FMK) en el otro extremo (inhibidor de 
caspasa). En presencia de FLICA la caspasa-1 activada se une de manera irreversible, a la vez 
que permite la excitación y emisión de fluorescencia verde del residuo FAM. La unión irreversible 
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de FLICA a caspasa-1 puede ser detectada por microscopía de fluorescencia, mediante la 
visualización de foci característicos, o por citometría de flujo utilizando el canal FL-1.   
3.5.1.1. Microscopía 
Las células en cultivo fueron incubadas con la sonda FLICA durante 45 minutos a 37°C, 
lavadas en PBS y luego fijadas en paraformaldehído, para su posterior análisis. Se utilizó un 
microscopio invertido Olympus modelo IX51, equipado con una cámara Digital de Olympus DP70. 
Las imágenes fueron capturadas con el software QCapture Pro y procesadas digitalmente con el 
software ImageJ. 
3.5.1.2. Citometría de flujo 
Las células aisladas de médula ósea sin fraccionar fueron incubadas con FLICA durante 30 
minutos a 37°C, lavadas en PBS y fijadas en paraformaldehído Para las evaluaciones por 
citometría de flujo se utilizó un citómetro FACSCalibur (BD) con excitación de luz azul y roja. Los 
resultados fueron analizados con software FlowJo. 
3.5.2. Producción de IL-1b  
El resultado típico de la activación del inflamasoma es el clivaje de pro-IL-1β por caspasa-1 
y la liberación de IL-1β madura al espacio extracelular. La secreción de esta citoquina se evaluó 
mediante la técnica de ELISA “sándwich”, utilizando el kit BD Mouse IL-1β ELISA Set (BD 
559603). 
3.5.2.1. ELISA de sobrenadantes de cultivo (producción de IL-1β in vitro) 
Los sobrenadantes de cultivos fueros centrifugados a alta velocidad para eliminar restos 
celulares y preservados a -80 °C hasta su utilización.  
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3.5.2.2. ELISA de sobrenadantes de médula ósea (producción local de IL-1β in vivo) 
Las células obtenidas de médula ósea sin fraccionar fueron eluidas de los huesos por 
centrifugación en un volumen mínimo de medio de cultivo. Se cuantificó el volumen del 
sobrenadante colectado para normalizar las concentraciones a posteriori de la cuantificación por 
ELISA. 
3.6. MEDICIÓN DE OXIDANTES 
Para la evaluación de ROS intracelular de células en cultivo, luego de los tratamientos las 
células fueron incubadas 30 minutos con 10 μM de diacetato de diclorofluoresceína (H2DCFDA, 
Molecular Probes, # D399) y analizadas inmediatamente por citometría de flujo utilizando un 
citómetro FACSCalibur (BD) con excitación de luz azul y roja. Los resultados fueron analizados 
con software FlowJo. 
3.7. WESTERN BLOT 
Se prepararon extractos mediante lisis de las células cultivadas en placas de 6 pocillos, 
utilizando un buffer RIPA (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5% NaDOAc, 0.1% SDS y 
1.0%NP-40), al que se le agregó un cóctel de inhibidores de fosfatasas y proteasas (Xpert P3200-
001 y P3100-001 respectivamente, GenDEPOT). Las concentraciones de proteínas se 
determinaron por el método de Bio-Rad (ensayo de proteína DC), y se sembraron cantidades 
iguales de proteínas en geles de SDS-PAGE (8-15%). Las proteínas fueron luego transferidas a 
membranas PVDF y se incubaron con los anticuerpos listados en la tabla 2 overnight a 4° C, 
seguido de una incubación de 1 h con el anticuerpo secundario correspondiente. Los resultados 
fueron visualizados mediante el sistema de imágenes infrarojo Li-Cor Odyssey (LI-COR 
Biosciences). 
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Tabla 2. 
Anticuerpo Marca Especie 
anti-NLRP3 Adipogen Ratón 
anti-fosfo-p65 Cell Signaling Technology Ratón 
anti-IκB Cell Signaling Technology Conejo 
anti-fosfo-p38 Cell Signaling Technology Conejo 
anti-β-actina Santa Cruz Biotechnology Ratón 
anti-ratón Alexa Fluor 680 (Molecular 
Probes) 
Cabra 
anti-conejo Alexa Fluor 680 (Molecular 
Probes) 
Cabra 
 
3.8. PCR CUANTITATIVA 
El ARN total se obtuvo de células cultivados en placas de 6 pocillos cosechadas en TRIzol 
(Thermo Fisher, # 15596026) y utilizando PureLink RNA Mini Kit (Thermo Fisher, #12183018A). 
El ADN complementario se sintetizó con el kit High Capacity cDNA (AppliedBiosystems, # 
4368814). La expresión génica fue analizada utilizando los primers listados en la tabla 3 mediante 
el kit Terra qPCR direct SYBR Green Premix (Takara, Clontech, # 638319). La qPCR se realizó 
en un termociclador QuantStudio3 (AppliedBiosystems) y los resultados fueron analizados 
mediante el método ΔΔCT normalizando contra Ciclofilina B. 
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Tabla 3 
PRIMER FORWARD REVERSE 
Ciclofilina B AGCATACAGGTCCTGGCATC TTCACCTTCCCAAAGACCAC 
Nlrp3 TGCTCTTCACTGCTATCAAGCCCT ACAAGCCTTTGCTCCAGACCCTAT 
Nlrp1 ATCCTGCCTGCAATCTCAGC ACATGTGGCTTCCATGTGCT 
Nlrc4 CCGCCCGAAAGATCATCCAT CAGGTCTTCTTCTGTGACCTGA 
Aim 2 AAATGCTGTTGTTGACCGGC GAGTGTGCTCCTGGCAATCT 
Asc AACTGCGAGAAGGCTATGGG TGAGCTCCAAGCCATACGAC 
Caspasa-1 GGACCCTCAAGTTTTGCCCT AGACGTGTACGAGTGGTTGT 
Il-1β GTGCAAGTGTCTGAAGCAGC CAAAGGTTTGGAAGCAGCCC 
Il-18 ACAGGCCTGACATCTTCTGC ATTGTTCCTGGGCCAAGAGG 
Tnf-α CTGTAGCCCACGTCGTAG TTGAGATCCATGCCGTTG 
Naip1 TCTACCAAACCTTCCGTGCC CCCATGCTCAGCCATTTTCTTC 
Naip2 TCC AGA AGCCATGGAAACCA GTTCCTGGGCTTCACTTGGA 
Naip5 GATTGAAATTGCCAGGGCGG GTTTGGCAAGTTGTCCAGGG 
Caspasa-11 CAAGTATTCATTCCCAGATGCCC GTTGCTTTGTTCTCAGTGCC 
Pstpip2 AACCAGCGGAAAACTGGACA AGGTCCTCTCCTTGCTGGAT 
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3.9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS.  
Se utilizó análisis de la varianza (ANOVA) de dos vías, seguido de pruebas de comparación 
múltiple de Turkey, y ANOVA de una vía, seguido del post test de Dunnet, utilizando el software 
GraphPad Prism 6. Se consideraron diferencias estadísticamente significativas cuando p<0.05. 
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4. RESULTADOS 
4.1. PRIMERA PARTE 
4.1.1. NLRP3 modula la diferenciación en osteoclastos  
En este trabajo se plantea la hipótesis de que los productos derivados de la degradación 
de la matriz ósea aceleran la osteoclastogénesis dependiente de RANKL (Cremasco, Decker 
et al. 2012) a través de la activación del inflamasoma NLRP3, ya que se sabe que ciertos 
cristales y partículas orgánicas endógenas son capaces de activar este inflamasoma 
(Martinon, Petrilli et al. 2006, Cobelli, Scharf et al. 2011, Burton, Paget et al. 2013).  
Para demostrar esta hipótesis, se llevaron a cabo estudios in vitro utilizando cultivos 
primarios de macrófagos derivados de médula ósea de ratón (bone marrow macrophages, 
BMM), expuestos o no a RANKL para representar los distintos estadios de diferenciación a 
osteoclastos.  Así, los BMM no expuestos a RANKL, o en el día 0 de diferenciación (D0), 
representan a la población de precursores de osteoclastos. La incubación con RANKL 
durante 24-48 horas (día 1-2, D1-D2) se considera que genera células comprometidas hacia 
la diferenciación, o pre-osteoclastos (pre-OC). Finalmente, a partir del día 3 (D3) de 
exposición a RANKL, y cuando es patente la multinucleación y la actividad de TRAP, se habla 
de osteoclastos (OC) maduros. Cabe aclarar que tanto en los cultivos de precursores como 
en los de pre-OC y OC, M-CSF está presente en el medio condicionado de células CMG (ver 
métodos). 
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4.1.1.1 NLRP3 contribuye a la osteoclastogénesis estimulada por partículas óseas 
Para averiguar si los efectos de los componentes de la matriz sobre la diferenciación de 
osteoclastos son dependientes del inflamasoma NLRP3, se estudió la diferenciación en 
cultivos primarios de pre-OC de ratones C57BL/6 o Nlrp3-/-. Las células fueron incubadas con 
100 ng/ml de RANKL durante 48 horas (D2) antes de ser estimuladas con una solución 
conteniendo 30 o 60 μg/ml de hueso bovino triturado (partículas óseas, PO) como sustituto 
de productos de la matriz (ver métodos) durante otras 48 horas (D4). Como se observa en la 
Figura 11. La diferenciación acelerada por partículas óseas es parcialmente 
dependiente de NLRP3. Los cultivos de pre-osteoclastos (D2) fueron incubados o no con 
PO durante 48 horas (D4). a) Tinción de TRAP (magnificación 2X). b) Cuantificación de 
número de OC por pocillo (well). Imágenes y datos representativos de al menos 3 
experimentos independientes. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 (ANOVA de dos vías y test de 
Turkey post-hoc). 
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Figura 11, la diferenciación dependiente de RANKL es indistinguible entre células C57BL/6 y 
Nlrp3-/- en condiciones basales. Sin embargo, la aceleración de la diferenciación en células 
C57BL/6 provocada por la adición de PO a los cultivos de pre-OC, fue más pronunciada que 
en células Nlrp3-/-, indicando un efecto sinérgico entre RANKL y las PO sobre la 
osteoclastogénesis. 
Esta sinergia RANKL/PO fue corroborada utilizando M-CSF de origen comercial para 
excluir la posibilidad de que el medio condicionado utilizado (ver métodos) contenga otras 
citoquinas y factores de crecimiento que puedan alterar las vías estudiadas (Figura 12).  
También se investigó el papel de NLRP3 sobre la maduración y actividad de los 
osteoclastos en estadios avanzados de diferenciación (D4-6). Para esto, los OC fueron 
cosechados en D3, sembrados sobre discos de hueso bovino o sobre superficies cubiertas 
con hidroxiapatita, y estimulados o no con PO en D4. Luego fue evaluada su capacidad de 
formar anillos de actina y pits de reabsorción en D5-6. Como se observa en la Figura 13a, la 
formación de anillos de actina sobre discos de hueso bovino no se vio afectada en células 
Figura 12. Validación del método de diferenciación utilizado. Las células fueron 
mantenidas y diferenciadas en medio de cultivo conteniendo M-CSF comercial en lugar de 
medio condicionado y tratadas como en la Figura 1. a) Fotomicrografías en 4X. b)
Cuantificación. Imágenes y datos representativos de al menos 2 experimentos 
independientes. **p<0.01; ***p<0.001; ****p <0.0001 (ANOVA de dos vías y test de Turkey 
post-hoc). 
Resultados  
51 
 
Nlrp3-/-, aunque estos anillos parecen ser más pequeños que sus contrapartes C57BL/6. Por 
su parte, el cultivo de osteoclastos sobre hidroxiapatita no arrojó diferencias entre los 
genotipos C57BL/6 y Nlrp3-/- en cuanto a la capacidad de formar pits de resorción, incluso 
luego de la incubación con partículas óseas (Figura 13b).  
  
Figura 13. NLRP3 no tiene efectos evidentes sobre OC maduros. Los OC fueron 
cosechados en D3, sembrados sobre discos de hueso bovino o sobre superficies cubiertas
con hidroxiapatita, y estimulados con PO en D4. a) Tinción de faloidina para visualizar los 
anillos de actina (magnificación 10X). b) Micrografía contraste de fase (4X). 
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4.1.1.2 Efecto de distintos elementos de la matriz ósea sobre la diferenciación de 
osteoclastos 
Debido a que el inflamasoma NLRP3 puede responder a una variedad de señales 
provenientes del propio organismo, se buscó profundizar sobre la naturaleza del o los 
activadores de NLRP3 derivados de la matriz ósea, evaluándose los efectos sobre la 
osteoclastogénesis. Se intentó en un principio la desmineralización de las PO con EDTA para 
obtener sólo el componente orgánico, pero incluso a las altas diluciones utilizadas, este 
quelante de Ca+2 por sí mismo provocó la inhibición de la diferenciación, por lo que no es un 
buen modelo para estudiar este fenómeno (Figura 14a). Como alternativa, se utilizó colágeno 
I, el principal componente orgánico del hueso, obtenido comercialmente. De manera 
alternativa, el colágeno se sonicó para generar fragmentos que mimetizaran aquellos 
productos liberados durante la resorción ósea. Como se observa en la Figura 14b, ninguna 
de las condiciones indujo la diferenciación, indicando que el componente orgánico de la matriz 
no es el principal responsable de la osteoclastogénesis acelerada por las PO.  
Figura 14. El componente orgánico de la matriz ósea no estimula la 
osteoclastogénesis in vitro. Cuantificación del número de OC obtenidos en D4 en 
respuesta a la incubación con PO desmineralizadas con EDTA (a) o colágeno I comercial 
intacto o fragmentado por sonicación (b). 
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Por otra parte, para representar el componente inorgánico del hueso, se utilizaron 
cristales comerciales de hidroxiapatita, el principal mineral presente en la matriz ósea. Como 
se observa en las Figuras 15a y 15b, la incubación de pre-OC con cristales de HA indujo 
fuertemente la diferenciación en células C57BL/6, y, de manera similar a lo observado con 
las PO, esta respuesta se vio disminuida en células Nlrp3-/-.  
Figura 15. El componente mineral del hueso estimula la osteoclastogenesis debido a
su naturaleza particulada. a) y b) Los pre-OC fueron incubados con 0.25 mM de HA y 
analizados por tinción de TRAP en D4. c) Pre-OC C57BL/6 fueron cultivados en cámaras 
trans-well de manera de impedir el contacto directo con las PO y sujetos a tincion de TRAP
en D4. d) Cuantificación de Ca+2 libre en sobrenadantes de cultivos con y sin PO. **p<0.01; 
****p <0.0001 (ANOVA de dos vías y test de Turkey post-hoc) 
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Por último, se investigó si la fase mineral contribuía a la osteoclastogénesis observada 
debido a su naturaleza particulada, o si contribuía aportando los iones de Ca+2, importantes 
tanto para la diferenciación a osteoclastos como para la activación del inflamasoma. Para 
ello, se realizaron ensayos trans-well en cultivos de células C57BL/6, colocándose el medio 
con PO en la parte superior del trans-well, impidiendo de esta forma el contacto directo de las 
células con las partículas. Como se observa en la Figura 15c, no se produjo estimulación de 
la diferenciación en presencia de esta barrera semipermeable. Adicionalmente, se cuantificó 
la concentración de Ca+2 en los sobrenadantes de los cultivos sin y con partículas, y como se 
observa en la Figura 15d, no se observaron variaciones significativas en los niveles de Ca+2 
en ninguna de las condiciones estudiadas. 
Estos resultados indican que el mineral particulado de la matriz ósea actúa en sinergia 
con RANKL para estimular la osteoclastogénesis, y que esta sinergia parece estar mediada 
por NLRP3. 
4.1.2. Los componentes de la matriz ósea estimulan la expresión de elementos del 
inflamasoma en el linaje celular de osteoclastos. 
Como se detalló previamente, la activación de NLRP3 requiere de dos pasos: (1) el 
priming, caracterizado por un aumento en la expresión del transcripto y la proteína NLRP3 a 
través de la vía de NF-κB, y acompañado de la activación de p38 y aumento de los 
transcriptos de IL-1β; (2) el ensamblado del complejo con activación de caspasa-1. El clivaje 
y secreción de IL-1β, así como la proteólisis de sustratos específicos con la secuencia 
aminoacídica YVAD, son indicadores de la activación de caspasa-1.  
Con el objetivo de saber si los productos de degradación ósea regulan la abundancia y/o 
actividad del inflamasoma NLRP3 en el linaje osteoclástico, se estudió el efecto de los mismos 
sobre la activación de NLRP3 tanto en precursores de osteoclastos como en pre-osteoclastos.  
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4.1.2.1. Las PO activan al inflamasoma NLRP3 en precursores de osteoclastos 
Como ya se mencionó, ciertos PAMPs, como el LPS, inducen el priming de NLRP3 como 
paso previo (primera señal) a la activación del inflamasoma, la cual se produce en respuesta 
a una segunda señal de activación provista en general por DAMPs. Para saber si las 
partículas óseas pueden actuar como activadores del inflamasoma NLRP3, los precursores 
fueron pre-incubados con LPS (para inducir el priming), y luego expuestos a concentraciones 
crecientes de PO. Como control positivo se utilizó nigericina, un potente activador de NLRP3, 
y como control negativo se realizó el mismo experimento en precursores provenientes de 
ratones Nlrp3-/-. La activación del inflamasoma NLRP3 se evaluó mediante un ensayo de 
activación de caspasa-1 que utiliza el sustrato fluorescente especifico FLICA FAM-YVAD-
FMK, y mediante la detección de IL-1β en los sobrenadantes de cultivo.  
Como se observa en las Figuras 16a y 16b, tanto la nigericina como las PO produjeron la 
formación de los foci característicos, que indican la activación de caspasa-1, de manera 
dependiente de NLRP3. Cierta activación residual fue detectada en células Nlrp3-/- expuestas 
a PO, pero no en aquellas tratadas con nigericina. Consecuentemente, se detectó producción 
de IL-1β en el sobrenadante de dichos cultivos de manera dosis-dependiente (Figura 16c).  
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Figura 16. Las PO activan el inflamasoma NLRP3 en precursores de OC. Los 
precursores fueron incubados con LPS (100 ng/ml, 3 h) y luego estimulados con nigericina
(15 μM, 30 min) o PO (1.25-5 mg/ml, 1 h). La formación del complejo se evaluó mediante 
ensayos de activación de caspasa-1 y de secreción de IL-1β. a) Micrografías de 
fluorecencia mostrando la activación de caspasa-1 mediante la sonda FLICA 
(maginificación 10X). b) Cuantificación de los foci (promedio obtenido de 5 campos). c) 
Cuantificacion por ELISA de la secreción de IL-1β en los sobrenadantes de estos cultivos. 
** p<0.01; ***p<0.001; ****p <0.0001 (ANOVA de dos vías y test de Turkey post-hoc) 
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Estos resultados fueron confirmados utilizando cristales de hidroxiapatita en lugar de PO 
para poner de manifiesto la dependencia del material mineral particulado en la respuesta del 
inflamasoma (Figura 17). Si bien el grado de respuesta parece ser bastante menor, se pudo 
observar nuevamente la activación de caspasa-1 con liberación de IL-1β de manera 
dependiente de NLRP3. 
  
Figura 17. Los cristales de HA activan el inflamasoma NLRP3 en precursores de OC. 
Las células fueron estimuladas y estudiadas como se muestra en la Figura 6, utilizando HA
(0.25-1 mM, 1 h) en lugar de PO. a) Micrografía de fluorescencia (10X). b) Cuantificación de
los foci (promedio obtenido de 5 campos). c) Cuantificacion por ELISA de la secreción de IL-
1β en los sobrenadantes de estos cultivos. ** p<0.01; ****p <0.0001 (ANOVA de dos vías y 
test de Turkey post-hoc) 
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Por otra parte, ya que parte de la hipótesis de este trabajo es que en el linaje osteoclástico 
la activación del inflamasoma puede ocurrir en un contexto de inflamación estéril (no 
infecciosa), se estudió la actividad de caspasa-1 y la producción de IL-1β en macrófagos 
incubados con PO sin LPS. Si bien más tenue que al adicionar LPS, se pudo detectar 
activación de caspasa-1 (Figura 18a) y producción de IL-1β (Figura 18b). Llamativamente, en 
ausencia de LPS, cierto grado de activación de caspasa-1 independiente de NLRP3 parece 
ocurrir, como se evidencia en las células deficientes para NLRP3, indicando la posibilidad de 
que otros inflamasomas también sean activados por PO.   
Figura 18. Las PO activan inflamasoma en un contexto de inflamación estéril. Las
células fueron incubadas con 1.25 mg/ml de PO durante 2 h en ausencia de LPS. a)
Micrografía de fluorescencia utilizando la sonda FLICA (10X). b) Cuantificación de IL-1β
mediante ELISA de los sobrenadantes de cultivo.  
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4.1.2.2. Las PO generan señales de priming para NLRP3 en un contexto de inflamación 
estéril en precursores de osteoclastos.  
Habiendo determinado que las PO activan el inflamasoma tanto en un modelo de 
inflamación mediada por LPS como en un modelo de inflamación estéril, se investigó si los 
componentes de la matriz extracelular ósea eran capaces proveer por sí mismos las señales 
de priming. Como se mencionó, el priming del inflamasoma NLRP3 se produce a través de la 
activación de la vía de NF-ҡB y p38 MAPK, siendo ambas vías estimuladoras de la expresión 
de citoquinas pro-inflamatorias. Particularmente, NF-ҡB es el transductor indispensable de 
las señales necesarias para el priming de NLRP3 y la inducción de la transcripción de pro-IL-
1β, mientras que p38 participa en la estabilización de dicho mRNA (Bauernfeind, Horvath et 
al. 2009, Segovia, Sabbah et al. 2012). Como se observa en la figura 19, si bien en los tiempos 
considerados no se detectaron cambios en la abundancia de NLRP3, la incubación con PO 
de precursores deprivados de suero resultó en la fosforilación de la subunidad de NF-ҡB, p65, 
y de p38 MAPK. Como era de esperar, la fosforilación de p65 se correlacionó inversamente 
con la abundancia del inhibidor de NF-ҡB, IҡBα. 
Figura 19. Los componentes de la matriz ósea proporcionan señales de priming en 
precursores de OC. Las células fueron deprivadas de suero e incubadas con PO durante
los tiempos indicados, y el contenido de los lisados totales fue analizado por WB.  
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4.1.2.3. Los productos de la matriz ósea inducen el priming y la activación del 
inflamasoma en pre-osteoclastos 
Luego de establecer que las PO son capaces de proporcionar tanto las señales de priming 
como las secundarias para activar el inflamasoma NLRP3 en precursores de osteoclastos, se 
analizó el efecto de dichas partículas en células ya comprometidas (pre-osteoclastos), las 
cuales aceleran su diferenciación en respuesta a PO de manera dependiente de NLRP3 
(figura 1). Para ello, se investigó si los componentes de la matriz ósea eran capaces de inducir 
el priming y la activación de NLRP3, evaluando la abundancia del transcripto y la producción 
de IL-1β, respectivamente. Se observó que, durante la diferenciación dirigida por RANKL, los 
niveles de mRNA de Nlrp3 y pro-IL-1β se mantuvieron relativamente constantes, pero se 
incrementaron de manera significativa al incubar los cultivos con PO durante 24-48 horas. 
Los niveles de proteína NLRP3 también aumentaron de manera PO-dependiente, 
confirmando que dichas partículas inducen el priming de NLRP3, a la vez que aumentan la 
disponibilidad del sustrato de caspasa-1, pro-IL-1β (Figura 20, a-c). La expresión a nivel 
ARNm de otros componentes del inflamasoma que no se regulan de manera importante a 
nivel transcripcional, como Asc, caspasa-1 e Il-18, no se vio afectada (Figura 20, d-f). Estos 
resultados estuvieron acompañados de la producción de IL-1β madura (Figura 20g), 
mostrando que las PO inducen también la activación del inflamasoma NLRP3 en pre-
osteoclastos.  
En conjunto, estos resultados muestran que los componentes de la matriz ósea son 
capaces de activar el inflamasoma NLRP3 en el linaje de los osteoclastos, tanto en un 
contexto pro-inflamatorio mediado por elementos infecciosos, como en un contexto pro- 
inflamatorio estéril, en el cual dichos productos óseos son capaces de proporcionar tanto las 
señales de priming como las señales de activación para el inflamasoma. 
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Figura 20. Las PO inducen tanto el priming como la activación de NLRP3 en pre-
osteoclastos. Las células fueron incubadas con RANKL sólo o RANKL + PO y cosechadas 
en diferentes momentos de la diferenciación a OC, a) y c-f) PCR cuantitativa de transcriptos 
de NLRP3 y de otros componentes del inflamasoma. b) Western blot de NLRP3. g) ELISA de 
IL-1β mostrando activación del inflamasoma en respuesta a las PO en pre-osteoclastos. ****
p <0.0001 (ANOVA de una vía y test de Dunnet post-hoc). 
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4.1.3. Los productos de degradación ósea estimulan la expresión de componentes de 
diferentes vías pro-inflamatorias durante la osteoclastogénesis  
Hasta aquí se ha descripto que las partículas minerales provenientes de la matriz ósea 
estimulan la osteoclastogénesis en presencia de NLRP3, actuando en sinergia con RANKL, 
y proporcionan tanto las señales de priming como las secundarias para el ensamblado y 
activación del inflamasoma en precursores y pre-osteoclastos. La dependencia parcial de 
NLRP3 para la osteoclastogénesis, junto con la observación de cierta actividad de caspasa-
1 en células NLRP3-/- (ver Figura 18), plantean la posibilidad de que exista cierta redundancia 
de vías pro-inflamatorias que responden hacia estas partículas. Debido a esto, se buscó por 
un lado analizar con más detalle la influencia de NLRP3 sobre la sinergia observada entre las 
PO y RANKL durante la osteoclastogénesis (ver Figura 11); por otro lado, analizar si vías pro-
inflamatorias alternativas a NLRP3 también se activan en respuesta a dichas partículas.  
4.1.3.1. NLRP3 modula la sinergia entre RANKL y las partículas óseas durante la 
diferenciación a osteoclastos 
Para profundizar sobre los efectos de NLRP3 sobre la diferenciación de osteoclastos, y a 
fin de evaluar el papel de NLRP3 en el sinergismo observado entre las partículas óseas y 
RANKL, se utilizaron concentraciones limitantes de esta citoquina (25 ng/ml), y se detuvo el 
experimento a 24 horas luego de la adición de las PO (día 3 de diferenciación, D3), 
evaluándose esta diferenciación temprana en un rango amplio de dosis de PO. Como se 
evidencia en las Figuras 21a y 21b, las PO indujeron un incremento sustancial del número de 
osteoclastos en células C57BL/6, de manera dependiente de la dosis de partículas. Sin 
embargo, esta respuesta no se observó en células Nlrp3-/-. 
  
Resultados  
63 
 
 
Figura 21. NLRP3 media la sinergia entre RANKL y las PO durante la diferenciación 
a OC. Los pre-osteoclastos (D2) fueron incubados con concentraciones limitantes de 
RANKL (25 ng/ml) y estimulados con PO, y la diferenciación se evaluó a tiempos 
tempranos (D3). a) Tinción de TRAP mostrando que la sinergia entre RANKL y PO se ve 
afectada por la ausencia de NLRP3 (2X). b) Micrografías en 4X. c) Cuantificación del 
número de OC. d) ELISA para IL-1β de los sobrenadantes de estos cultivos. ** p<0.01; ***
p <0.001; ****p <0.0001 (ANOVA de dos vías y test de Turkey post-hoc). 
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Adicionalmente, la actividad del inflamasoma NLRP3, evaluada por la medición de IL-1β 
en los sobrenadantes de estos cultivos, también mostró un importante incremento 
dependiente de la dosis de PO en células C57BL/6 pero no en las Nlrp3-/- (Figuras 21b y 21c). 
Nuevamente, las PO parecen inducir cierto grado de activación de caspasa-1 en ausencia de 
NLRP3, como se evidencia por los niveles bajos pero detectables de IL-1β en los 
sobrenadantes de los cultivos Nlrp3-/-, indicando la posibilidad de que el inflamasoma pueda 
ser activado por mecanismos compensatorios independientes de NLRP3.   
4.1.3.2. Los componentes de la matriz ósea activan vías pro-inflamatorias alternativas 
a NLRP3 durante la osteoclastogénesis  
Considerando la dependencia parcial de NLRP3 tanto para la diferenciación a 
osteoclastos estimulada por la combinación RANKL/PO, como para la activación de caspasa-
1 en respuesta a estas PO, se analizó por PCR cuantitativa la expresión de componentes de 
otras vías pro-inflamatorias durante la osteoclastogénesis. Por un lado, en cuanto a 
receptores constituyentes de otros inflamasomas, se observó que no hubo cambios en la 
expresión transcripcional de Nlrp1 o Aim2, aunque sí aumentó la expresión de Nlrc4 (Figura 
22, a-c). El inflamasoma NLRC4 requiere de receptores adicionales, denominados NAIP, para 
su ensamblado. En respuesta a las PO, el incremento en la expresión transcripcional de 
NLRC4 estuvo acompañado por el aumento en la de Naip1, pero no de Naip2 y Naip5 (Figura 
22, d-f).  
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Figura 22. Los componentes del inflamasoma NLRC4 son regulados por PO. Los 
cultivos de pre-osteoclastos fueron expuestos o no a 125 μg/ml de PO durante 24-48 horas 
y analizados por PCR cuantitativa. *** p <0.001 (ANOVA de una vía y test de Dunnet post-
hoc). 
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Por otra parte, como se muestra en la Figura 23, la transcripción de caspasa-11, 
responsable de la activación no canónica de inflamasoma (independiente de NLRP3), 
aumenta por el sólo efecto de RANKL, aunque en mayor medida ante el tratamiento con las 
PO. Lo mismo ocurre con la expresión de PSTPIP2, un conocido regulador negativo de la 
inflamación mediada por IL-1β (cita). Además, parece haber una fuerte inducción, aunque 
transitoria, de TNF-α, citoquina inflamatoria largamente involucrada en la diferenciación de 
osteoclastos (cita).  
  
Figura 23. Otras vías pro-inflamatorias son reguladas por PO. Los cultivos de pre-OC 
fueron expuestos o no a 125 μg/ml de PO durante 24-48 horas y analizados por PCR 
cuantitativa.  
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A continuación, y para excluir la posibilidad de que la ausencia de NLRP3 alterase alguna 
de estas vías pro-inflamatorias que pudieran llevar a la inhibición de la osteoclastogénesis 
inducida por PO observada en células Nlrp3-/-, se analizaron los transcriptos en estas células 
mediante PCR cuantitativa. Como se observa en la figura 24, la ausencia de NLRP3 no influyó 
en la expresión transcripcional de Il-1β, Il-18, Asc, ni caspasa-1. Lo mismo ocurrió al analizar 
las otras vías pro-inflamatorias estudiadas (figura 25). Sin embargo, las PO inducen un mayor 
incremento de Nlrc4, Naip1 y Pstpip2 en células Nlrp3-/- en comparación a las C57BL/6, lo 
que sugiere la posibilidad de que existan mecanismos de compensación que explicarían la 
actividad de caspasa-1 independiente de NLRP3. 
  
Figura 24. La ausencia de Nlrp3 no afecta la expresion de otros componentes del 
inflamasoma. Los cultivos de pre-OC fueron expuestos o no a 125 μg/ml de PO durante 
24-48 horas y analizados por PCR cuantitativa. 
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Estos resultados indican que la osteoclastogénesis inducida por componentes de la matriz 
ósea extracelular se ve acompañada de la activación de distintas vías capaces de activar 
inflamasomas, y que mecanismos compensatorios pueden explicar la dependencia parcial de 
NLRP3 para la osteoclastogénesis.  
  
Figura 25. La ausencia de Nlrp3 no altera la expresion de otras vias pro-inflamatorias
estudiadas en respuesta a PO. Sin embargo, en comparación a células C57BL/6 (figuras
12 c, d y 13 b), la expresión de Nlrc4, Naip1, y Pstpip2 está incrementada en las células
Nlrp3-/- (c, d y h), indicando la posibilidad de un mecanismo compensatorio.  
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4.1.4. Modulación de NLRP3 y ROS durante el compromiso a la diferenciación 
En estudios preliminares se estableció que la estimulación RANKL/PO era menos efectiva 
en precursores (en día 0 de diferenciación) que en células ya comprometidas (pre-
osteoclastos, en día 2 de diferenciación) (no mostrado), lo que implica que la sinergia 
RANKL/PO es dependiente del estadio de diferenciación. Debido a ello se eligió estudiar el 
rol de NLRP3 sobre la diferenciación final de pre-osteoclastos, dejando momentáneamente 
de lado las posibles funciones de NLRP3 durante el compromiso hacia la diferenciación de 
precursores. 
Los efectos de RANKL durante el compromiso temprano hacia la diferenciación incluyen 
activación de la vía de NFκB y producción de ROS (citas), ambos fenómenos asociados al 
priming y activación de NLRP3 (cita). Por otro lado, ciertos compuestos tóxicos, como el 
arsenito de sodio (NaAsO2), inducen producción de ROS con activación de las vías de NFkB 
y activación de inflamasomas (citas), y tienen un efecto potenciador de la osteoclastogénesis 
inducida por RANKL. Debido a esto, se buscó investigar aquí si existe un efecto sinérgico 
entre RANKL y NaAsO2 mediado por NLRP3 durante el compromiso y/o la diferenciación a 
osteoclastos.  
4.1.4.1. Modulación de NLRP3 y producción de ROS inducida por RANKL en 
precursores de osteoclastos 
Se analizó la expresión de NLRP3 a diferentes tiempos de tratamiento con RANKL en 
cultivos de precursores C57BL/6. Como se observa en la Figura 26, sólo a tiempos tempranos 
de exposición a la citoquina (entre 3 y 8 horas) la expresión de NLRP3 se vio aumentada, 
mientras que a 24-48 horas disminuyó a los niveles observados previamente (ver Figura 20b). 
No se detectó producción de IL-1β ni actividad de caspasa (no mostrado) a estos tiempos 
tempranos de tratamiento con RANKL, indicando que la modulación de NLRP3 podría 
deberse a un fenómeno de priming.  
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El análisis por citometría de flujo de la producción de oxidantes en respuesta a RANKL 
mostró un aumento en la producción de ROS, reflejado por el incremento en el número de 
células positivas para la sonda DHCF (Figura 27a), que coincide temporalmente con el pico 
de NLRP3 observado en la Figura 26. El agregado de una segunda dosis de RANKL a cultivos 
de pre-osteoclastos, sin embargo, no tuvo efecto sobre los niveles de oxidantes, indicando 
Control 68.9%
RANKL 4 h 92.6%
a 
Control 30.8%
RANKL 4 h 33.9%
b
Figura 27. RANKL induce la produccion de ROS en precursores de osteoclastos pero no 
en pre-osteoclastos. Las células fueron expuestas o no a 100 ng/ml RANKL durante 4 horas e 
incubadas con 10 μM DHCF antes de ser analizadas por citometría de flujo. a) Precursores (D0). 
b)  Pre-osteoclastos (D2). 
Figura 26. Efectos tempranos de RANKL sobre la abundancia de NLRP3. RANKL 
induce temprana y transitoriamente la expresión de NLRP3 en precursores de
osteoclastos. 
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que las acciones de esta citoquina sobre las vías oxidativas ocurren de manera temprana en 
la diferenciación (Figura 27b). Aún más, el nivel basal de precursores productores de ROS es 
más elevado que el de pre-osteoclastos, sugiriendo la existencia de una regulación del estado 
redox dependiente del estadio de diferenciación.  
4.1.4.2. El arsenito de sodio tiene efectos duales sobre la osteoclastogénesis 
Se investigaron a continuación los efectos de la exposición a distintas concentraciones de 
arsenito de sodio sobre la osteoclastogénesis en relación con la presencia o ausencia de 
NLRP3 en condiciones limitantes de RANKL. Las células fueron expuestas a RANKL y 
NaAsO2 en el día 0 o en el día 2 de diferenciación y evaluadas por TRAP en el día 3. Como 
se observa en la Figura 28a, 250 nM de NaAsO2 estimuló la diferenciación a osteoclastos 
cuando el compuesto se agregó al inicio de la diferenciación, pero no tuvo efecto en cultivos 
de pre-osteoclastos. Dosis mayores resultaron inhibitorias, aunque cierta protección se 
observó en las células carentes de NLRP3. De manera notable, se necesitaron dosis mayores 
de arsenito (1.25 mM vs. 500 nM) para inhibir la osteoclastogénesis en pre-osteoclastos en 
comparación al tratamiento de los precursores (Figura 28b).  
Además, el tratamiento de precursores con 250 nM de arsenito durante 1 hora resultó en 
el incremento de NLRP3, como se observa en la Figura 28c. Sin embargo, no pudieron 
detectarse niveles significativos de IL-1β en los sobrenadantes de estos cultivos (no 
mostrado). 
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4.1.4.3. NaAsO2 tiene efectos diferenciales sobre la producción de ROS dependiendo 
del estadio de diferenciación 
Como se puede observar en la Figura 29a, la exposición de precursores a 
concentraciones de 1 μM de arsenito resultó en un incremento de la población productora de 
ROS. Sin embargo, de manera análoga a lo observado para RANKL, no hubo cambios en los 
cultivos de pre-osteoclastos (D2) (Figura 29b), indicando que la respuesta oxidativa ocurre 
en precursores más que en pre-osteoclastos.  
  
Figura 28. El arsenito de sodio actúa en sinergia con RANKL en precursores de 
osteoclastos en presencia de NLRP3. Células en D0 de diferenciacion (a) o en D2 (b) 
fueron tratadas con NaAsO2 y evaluadas mediante tincion de TRAP en D3. c) Western blot 
para NLRP3 de precursores expuestos a NaAsO2 durante 4 h en ausencia de RANKL.  
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4.1.4.4. La deleción de NLRP3 protege contra la producción de ROS en precursores 
de osteoclastos 
Una observación interesante provino del estudio de la producción de ROS en precursores 
carentes de NLRP3. Como se muestra en la Figura 30, ni la estimulación con RANKL ni el 
tratamiento con NaAsO2 fueron capaces de inducir la producción de oxidantes en precursores 
Nlrp3-/-, e incluso se observan menos células positivas para DHCF en respuesta a arsenito en 
estas células respecto al control (Figura 30a, panel de la derecha). Similares resultados se 
obtuvieron utilizando mayores concentraciones de NaAsO2 (2.5 μM: Figuras 30b y 30c, 
paneles de la izquierda). Sin embargo, no hubo diferencias entre los dos genotipos ante el 
tratamiento con FCCP, indicando que esta respuesta es independiente de NLRP3 (Figuras 
30b y 30c, paneles de la derecha).  
 
Figura 29. El NaAsO2 induce la produccion de ROS en precursores pero no en pre-
osteoclastos. Las células fueron incubadas durante 1 hora con 1 μM de NaAsO2, teñidas con 
DHCF y analizadas por citometría de flujo. a) Precursores (D0). b)  Pre-osteoclastos (D2). 
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Figura 30. La deficiencia de NLRP3 protege contra la produccion de ROS inducida 
por RANKL o por NaAsO2 en precursores de osteoclastos. Citometría de flujo de 
precursores teñidos con DHCF. a) Precursores Nlrp3-/- fueron incubados con 100 ng/ml 
RANKL durante 4 hs o 1 µM NaAsO2 durante 1 h. Por otro lado, precursores C57BL/6 (b) 
o Nlrp3-/- (c) fueron incubados con 2.5 µM NaAsO2 o 50 µM FCCP durante 1 h. 
Control 68.9%
NaAsO2 2.5 µM 82.4%
Control 68.9% 
FCCP 50 µM 91.2% 
Control 72.7%
NaAsO2 2.5 µM 60.6%
Control 72.7% 
FCCP 50 µM 95.3% 
b 
c 
Control 72.7% 
NaAsO2 1 µM 45.5% 
Control 72.7%
RANKL 4 h 63%
a 
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Tomados en conjunto, estos resultados ponen de manifiesto que los efectos tempranos 
de RANKL sobre NLRP3 estarían relacionados al priming de esta proteína más que a su 
activación, ya que no se detectaron niveles significativos de IL-1β. Sin embargo, la 
dependencia de NLRP3 para la producción de ROS generadas por RANKL o NaAsO2, plantea 
la posibilidad de una actividad de inflamasoma independiente del procesamiento de IL-1β, 
con impacto en el compromiso hacia la diferenciación.  
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4.2. SEGUNDA PARTE 
4.2.1. Consecuencias de la activación de NLRP3 sobre la diferenciación de 
osteoclastos. 
RANKL actúa de manera concertada con ciertas citoquinas pro-inflamatorias, como TNF-
α o IL-1β para regular la osteoclastogénesis (Lam, Takeshita et al. 2000, Ma, Miyanishi et al. 
2004), poniendo de manifiesto una acción directa de estas citoquinas sobre la 
osteoclastogénesis. Por otra parte, en el contexto tisular, IL-1β puede también afectar a la 
osteoclastogénesis al estimular la expresión de RANKL y M-CSF por células presentes en el 
estroma de la médula ósea, como osteoblastos y osteocitos, de origen mesenquimal (Quinn, 
Horwood et al. 2000), o de otros tipos celulares del sistema inmune (Ciucci, Ibanez et al. 
2015). De manera importante, IL-1β también actúa como señal de priming para NLRP3, 
proporcionando un mecanismo de amplificación que puede contribuir al mantenimiento de la 
reabsorción ósea.  
Para profundizar entonces sobre los mecanismos por los cuales la activación del 
inflamasoma contribuye a la resorción ósea, se investigó si IL-1β, liberada en respuesta a la 
exposición a PO, era capaz de mediar la acción osteoclastogénica de estos materiales. Se 
utilizó en este caso el modelo genético de ratones carentes del receptor de IL-1β (Il-1r-/-). La 
osteoclastogénesis en células provenientes de estos ratones fue comparable a la de las 
células C57BL/6 en condiciones basales, mientras que el efecto de las partículas óseas sobre 
la diferenciación se vio disminuido (Figura 31a). 
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Por otro lado, se investigó la posibilidad de que la secreción de IL-1β inducida por PO 
pueda incrementar la formación de osteoclastos de manera indirecta a través de su acción 
sobre los osteoblastos. Para ello, se llevaron a cabo co-cultivos de precursores de 
osteoclastos con osteoblastos, obtenidos por diferenciación in vitro de BMSC. Estas células 
Figura 31. La activacion de NLRP2 tiene consecuencias directas e indirectas sobre 
la osteoclastogénesis. a) Pre-osteoclastos C54BL/6 o Il-1r-/- fueron incubados con PO 
como se describió anteriormente, y la diferenciacion fue evaluada en D3 mediante 
cuantificacion de células multinucleadas TRAP-positivas. b) Precursores C57BL/6 o Il-1r-/- 
fueron co-cultivados con BMSC C57BL/6 o Il-1r-/- durante 4 días y estimulados con PO 
durante otras 48 horas. El numero de OC se evaluó por cuantificacion de células 
multinucleadas TRAP-positivas. c) Micrografias de los co-cultivos teñidos con TRAP (10X). 
** p<0.01; *** p <0.001; ****p <0.0001 (ANOVA de dos vías y test de Turkey post-hoc). 
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producen niveles suficientes de RANKL como para estimular la diferenciación de osteoclastos 
en condiciones basales. Utilizando células provenientes de ratones C57BL/6 o de ratones Il-
r-/- (deficientes para el receptor de IL-1β), se realizaron las distintas combinaciones de 
genotipos/tipo celular descriptas en la sección métodos, y se pudo observar que las PO 
indujeron una abundante osteoclastogénesis siempre que las BMSC no fueran deficientes 
para el receptor de IL-1β (Figuras 31b y 31c), si bien no se observó inhibición de la 
diferenciación en precursores Il-1r-/-. 
Así, además de sus posibles efectos intrínsecos, la activación del inflamasoma en el linaje 
de osteoclastos contribuye a la osteoclastogénesis mediada por IL-1β, la cual puede actuar 
de manera directa, en sinergia con RANKL, y de manera indirecta induciendo la producción 
de RANKL por células del microambiente medular. 
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4.2.2. La osteopenia asociada al remodelado óseo acelerado se ve reducida en ratones 
carentes de NLRP3 
En el trabajo publicado del cual esta tesis es parte, se demostró que la osteopenia 
asociada al remodelado óseo acelerado inducido por desbalances hormonales se vio 
reducida en ratones carentes de NLRP3 (Alippe, Wang et al. 2017), aunque no se observaron 
diferencias en el fenotipo óseo en condiciones basales en comparación a los ratones 
C57BL/6. Estos modelos dependientes de hormonas producen inflamación de bajo grado, 
con lo cual factores sistémicos tales como IL-6 pueden modular la actividad de NLRP3, a la 
vez que promueven la reabsorción ósea induciendo la producción de RANKL. Como 
contraposición, la administración sistémica de RANKL provoca una sustancial reabsorción 
ósea de manera aguda (Novack, Yin et al. 2003), con lo que este modelo permite estudiar, 
por un lado, los efectos de NLRP3 sobre el tejido óseo en ausencia de inflamación 
preexistente, y por el otro, si las alteraciones homeostáticas del tejido óseo per se pueden a 
su vez regular la actividad de este inflamasoma. 
Con el objetivo de comprobar si NLRP3 media el recambio óseo de manera independiente 
de inflamación de bajo grado, se suministró RANKL de modo sistémico a ratones C57BL/6 o 
Nlrp3-/-. Como se observa en la Figura 32, luego del análisis por micro-tomografía computada 
(μTC), no se detectaron diferencias significativas a nivel basal entre los ratones C57BL/6 y 
los Nlrp3-/-, en concordancia con lo mencionado anteriormente. De manera importante, 
mientras que la administración sistémica de RANKL produjo una pérdida ósea de 
aproximadamente un 40% en los ratones C57BL/6, medida como volumen óseo/volumen total 
de tejido (BV/TV), no se detectó disminución de la masa ósea en los animales deficientes 
para NLRP3. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en otros parámetros 
de la microestructura ósea, como la densidad ósea mineral (BMD), el número de trabéculas 
(Tb. N) o el grosor trabecular (Tb. Th), ante el tratamiento con RANKL en los ratones C57BL/6. 
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Estos datos muestran que NLRP3 es necesario para la reabsorción durante el recambio 
óseo acelerado, independientemente de la preexistencia de inflamación de bajo grado.  
  
Figura 32. La deficiencia de NLRP3 protege contra la pérdida ósea inducida por RANKL.
Ratones C57BL/6 o Nlrp3-/- fueron inyectados con una dosis diaria de 1 μg/Kg de RANKL
durante 2 días. Los fémures fueron procesados para el análisis del hueso trabecular por μTC. 
**p<0.01 (ANOVA de dos vías y test de Turkey post-hoc); n=4-7 ratones por grupo. 
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4.2.3. El inflamasoma es activado en el tejido óseo durante el recambio óseo acelerado. 
Para averiguar si el aumento en el catabolismo óseo se relaciona con la activación del 
inflamasoma en células del linaje osteoclástico en el microambiente óseo, se utilizó el modelo 
de osteopenia aguda inducida por RANKL para analizar la actividad de NLRP3 en células de 
médula ósea. Para esto, se extrajeron células de la médula ósea sin fraccionar (ver métodos) 
y se incubaron inmediatamente con la sonda FLICA FAM-YVAD-FMK. La activación del 
inflamasoma se midió por citometría de flujo (Qu, Bonar et al. 2015). Como se observa en la 
Figura 33, el porcentaje de células FLICA+ en condiciones basales fue similar entre ratones 
C57BL/6 y los Nlrp3-/-. Sin embargo, el tratamiento con RANKL incrementó de manera 
significativa el porcentaje de células con actividad de Caspasa-1 en los ratones C57BL/6, 
mientras que se observó un efecto atenuado en los Nlrp3-/-. De manera complementaria, se 
analizó la producción de IL-1β en el líquido sobrenadante obtenido al aislar las células de la 
médula ósea y se observó nuevamente una respuesta incrementada en las células C57BL/6, 
mientras que no se observaron cambios en las Nlrp3-/-.  
Figura 33. La activación del inflamasoma durante el recambio óseo acelerado es
dependiente de Nlrp3. Las células de la médula ósea de ratones C57BL/6 o Nlrp3-/-
inyectados con RANKL o vehículo, fueron centrifugadas y los sobrenadantes utilizados
para la cuantificación por ELISA de IL-1β; el pellet de células se resuspendió e incubó con 
la sonda FLICA para su análisis por citometría de flujo. *p<0.05 (ANOVA de dos vías y test 
de Turkey post-hoc); n=4-7 ratones por grupo.  
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Si la liberación de productos de degradación ósea causada por un elevado recambio óseo 
es causante de la activación de NLRP3 en el linaje osteoclástico, se razonó entonces que el 
bloqueo del catabolismo óseo debería reestablecer el estado de activación de NLRP3 a sus 
condiciones basales. Para demostrar esta hipótesis, se administró un tratamiento profiláctico 
con zoledronato, un potente y conocido inhibidor de la resorción ósea, a ratones C57BL/6 
antes de ser sujetos al modelo de osteopenia inducida por RANKL. El tratamiento con 
zoledronato previno la pérdida ósea provocada por RANKL, corroborando la eficacia del 
método (Figura 34).  
  
Figura 34. El zoledronato previene la resorción ósea inducida por RANKL. Ratones 
C57BL/6 fueron inyectados con 40 mg/kg de zoledronato o vehículo 1 vez por semana durante 
4 semanas. RANKL fue inyectado como se describió previamente en los últimos 2 días del 
tratamiento con zoledronato. Se muestran los resultados del análisis trabecular de los fémures 
por μTC. *p<0.05 (ANOVA de dos vías y test de Turkey post-hoc); n=5 ratones por grupo. 
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De manera significativa, el zoledronato previno la liberación de IL-1β inducida por RANKL 
en la médula ósea (Figura 35a). El análisis de la actividad de caspasa-1 en células aisladas 
de la medula ósea de estos animales, sin embargo, mostró que no hubo diferencias entre los 
tratamientos para este parámetro (Figura 35b).  
Esto sugiere que la activación del inflamasoma en el microambiente óseo se produce en 
respuesta a la actividad de los osteoclastos durante el recambio oseo acelerado. 
Colectivamente, los resultados presentados en esta sección indican que la 
alteración de la homeostasis en el tejido óseo -debida al recambio óseo acelerado- 
activa el inflamasoma NLRP3, con independencia de inflamación sistémica. La 
activación de NLRP3 a su vez impacta sobre el metabolismo óseo a través de las 
acciones pro-osteoclastogénicas de IL-1β, generándose un fenómeno de 
retroalimentación positiva.  
 
 
Figura 35. La inhibición de la resorción revierte la activación del inflamasoma
inducida por el catabolismo óseo. Se analizó la actividad de inflamasoma en células de 
la médula ósea de ratones C57BL/6 expuestos o no a RANKL y/o Zoledronato, como se
describió en la figura 23. *p<0.05 (ANOVA de dos vías y test de Turkey post-hoc); n=5 
ratones por grupo. 
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5. DISCUSIÓN 
La inflamación puede ser vista como una respuesta del organismo ante alteraciones de la 
homeostasis, siendo su fin último el lograr el restablecimiento de la misma o, de ser imposible, 
la adaptación del tejido u órgano al nuevo estado fisiológico alterado. Las alteraciones en la 
homeostasis tisular pueden provenir del mismo proceso inflamatorio que les dio origen (por 
ejemplo, el reclutamiento de macrófagos y neutrófilos produce daño tisular y activa 
mecanismos de remodelación que, si son exitosos, culminan en la reparación del tejido). Pero 
a su vez, las perturbaciones del tejido producidas por patologías o alteraciones no 
inflamatorias en su origen pueden inducir una respuesta inflamatoria estéril de bajo grado que 
Itoh define como “inflamación homeostática” y Medzhitov como “para-inflamación” (Itoh, 
Suganami et al. 2011, Medzhitov 2008). Si el origen de la alteración homeostática puede 
resolverse, el proceso inflamatorio termina y se reestablece el estado fisiológico normal del 
tejido. Si esto no sucede, puede generarse un mecanismo de retroalimentación positiva que 
culmine en un proceso inflamatorio crónico, como ocurre con el remodelado del tejido adiposo 
en la obesidad (Itoh, Suganami et al. 2011).  
La inflamación homeostática requiere del reconocimiento de moléculas endógenas 
liberadas durante el remodelado tisular. El inflamasoma NLRP3 ha sido propuesto como un 
actor central en este tipo de inflamación debido a su capacidad de reconocer un sinnúmero 
de señales de estrés endógenas, independientemente del origen de las mismas. Por este 
motivo, se lo considera actualmente como un “sensor de la homeostasis” (Liston and Masters 
2017), y se ha propuesto que su rol fisiológico es el de iniciar la respuesta inflamatoria durante 
las fluctuaciones del ambiente tisular, restaurando así la homeostasis (Coll, O'Neill et al. 
2016).  
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5.1. NLRP3 COMO SENSOR Y REGULADOR DE LA INFLAMACIÓN HOMEOSTÁTICA 
El modelo de exposición a PO utilizado en este trabajo reproduce una situación de 
alteración fisiológica por incremento de la resorción ósea. Del mismo modo, la exposición a 
concentraciones elevadas de RANKL representa una alteración fisiológica que desencadena 
una respuesta de adaptación del tejido óseo a este estado alterado. En este modelo de 
estudio no existe infección, daño tisular o alteración funcional importante que determine la 
presencia de inflamación manifiesta del tejido óseo, con infiltración leucocitaria y producción 
masiva de mediadores pro-inflamatorios. Sin embargo, aun en un modelo en el que la 
inflamación en el sentido clásico está ausente, este trabajo demuestra que NLRP3 responde 
a las PO y RANKL con activación de caspasa-1 y secreción de IL-1β. Esto significa entonces 
que la respuesta pro-inflamatoria mediada por NLRP3 al detectar este cambio fisiológico, 
tiene un propósito homeostático destinado a sostener la osteoclastogénesis de manera 
adaptativa frente al desafío de la carga sostenida de PO o incremento de las concentraciones 
de RANKL. De este modo, NLRP3 se comporta en este modelo como un sensor de 
inflamación homeostática del tejido óseo. 
A continuación, se discuten los hallazgos de este trabajo que demuestran el rol de NLRP3 
como sensor del estado funcional del tejido óseo y su participación en la regulación de la 
osteoclastogénesis a través de la inflamación homeostática. 
5.1.1. NLRP3 media la reabsorción ósea acelerada en ausencia de inflamación 
sistémica  
La remodelación del tejido óseo, dada por el equilibrio entre formación y reabsorción ósea, 
es un proceso continuo durante la vida de los vertebrados superiores, y es clave tanto en el 
mantenimiento de la homeostasis ósea como en la de todo el organismo. La activación 
continua o exacerbada de las vías pro-osteoclastogénicas, por desbalances hormonales o 
por patologías inflamatorias, pueden llevar a pérdida de masa ósea y a enfermedades como 
la osteoporosis. Si bien el inflamasoma NLRP3 es un conocido estimulador de la 
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osteoclastogénesis a través de la producción de IL-1β en patologías inflamatorias severas, 
poco se conoce sobre el rol de este inflamasoma en el mantenimiento de la homeostasis del 
tejido óseo o de su acción en patologías inflamatorias de bajo grado. Uno de los pocos 
trabajos publicados sobre este tema relaciona la actividad del inflamasoma NLRP3 con la 
pérdida ósea producida durante el envejecimiento, asociada a inflamación de bajo grado 
(Youm, Grant et al. 2013). Además, en el trabajo publicado que incluye los resultados de esta 
tesis, se describió que la deficiencia de NLRP3 en ratón protege parcialmente contra la 
osteoporosis mediada por carencia de estrógenos (un modelo que también se relaciona con 
inflamación de bajo grado) y por administración continua de la hormona PTH (Alippe, Wang 
et al. 2017).  
En este trabajo de tesis se utilizó un modelo murino in vivo de alto recambio óseo 
estimulado únicamente por inyección de RANKL, una simplificación con la que se buscó evitar 
la influencia de otros factores sistémicos sobre la reabsorción ósea. Por un lado, RANKL 
actúa esencialmente sobre precursores de osteoclastos, lo que minimiza efectos colaterales 
en otros tipos celulares producto de la administración sistémica.  Por otro lado, dado que 
NLRP3 se activa principalmente en células del linaje mieloide, el ratón mutante global para 
NLRP3 permite una aproximación bastante cercana a la deleción condicional en el linaje 
mieloide/osteoclástico (Guarda, Zenger et al. 2011).  
En la segunda parte de los resultados de esta tesis se ha demostrado que NLRP3 media 
la pérdida ósea inducida por RANKL, ya que en los ratones deficientes para este gen no se 
observaron cambios en la microarquitectura ósea en respuesta a dicha citoquina. De manera 
importante, NLRP3 se activa en el microambiente óseo en respuesta a la reabsorción inducida 
por RANKL, ya que se detectó mayor activación de caspasa-1 y liberación de IL-1β en células 
de la médula ósea de ratones a los que se les inyectó RANKL, pero no en los inyectados con 
solución salina. Estos resultados indican que la activación de NLRP3 en el microambiente de 
la médula ósea, donde se encuentra la mayor cantidad de células del linaje osteoclástico 
(Vaananen and Laitala-Leinonen 2008), puede ocurrir en ausencia de inflamación sistémica, 
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como aquella que ocurre durante el envejecimiento o como consecuencia de alteraciones 
hormonales.   
La producción de IL-1β inducida por RANKL en ratones C57BL/6 pudo prevenirse por la 
administración de zoledronato, una droga que inhibe la reabsorción ósea al inducir la 
apoptosis de los osteoclastos. Este resultado apoya fuertemente la idea de que los productos 
de reabsorción ósea sean en sí mismos activadores del inflamasoma NLRP3, actuando como 
DAMPs. Sin embargo, el zoledronato no impidió la activación de caspasa-1 en respuesta a 
RANKL. Este resultado contradictorio puede explicarse por el hecho de que caspasa-1 tiene 
numerosos sustratos además de las pro-citoquinas inflamatorias, incluyendo otras caspasas 
de las vías apoptóticas, como caspasa-3 y caspasa-7. Debido a que el zoledronato induce 
apoptosis, es posible que la activación de caspasa-1 se desvíe hacia vías apoptóticas en 
lugar de inflamatorias/piroptóticas (Taabazuing, Okondo et al. 2017). Estudios adicionales son 
necesarios para definir el rol posible de caspasa-1 en la apoptosis de osteoclastos mediada 
por zoledronato.  
Así, se concluye que la actividad del inflamasoma NLRP3 media un estado de 
“inflamación homeostática” en respuesta a una exagerada remodelación del tejido óseo en 
ratones. 
5.1.2. Los componentes de la matriz ósea extracelular activan el inflamasoma en el 
linaje de osteoclastos  
La activación del inflamasoma descripta más arriba requiere de la presencia de ligandos 
endógenos que sean capaces de inducir este tipo de respuesta inflamatoria de bajo grado. 
Los productos de degradación de la matriz ósea son buenos candidatos para la activación del 
inflamasoma NLRP3 en el linaje de osteoclastos por varios motivos:  
(1) son componentes endógenos estériles que se liberan durante la reabsorción ósea, lo 
que implica que pueden actuar como DAMPs y proporcionar tanto las señales de priming 
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como las de activación, induciendo una respuesta inflamatoria moderada (Patel, Carroll et al. 
2017);  
(2) el componente mineral de la MOE puede estar presente en forma de partículas, lo cual 
puede inducir la activación del inflamasoma por fagocitosis incompleta, o de iones Ca+2, el 
cual puede alterar el balance iónico de las células y también activar inflamasoma (Chen and 
Nunez 2010), y  
(3) el componente orgánico de la MOE, principalmente colágeno I, puede también ser 
reconocido como señal de peligro y activar el inflamasoma (Zhang, Zheng et al. 2016).  
Como antecedente, se sabe que los cristales de hidroxiapatita causan la activación del 
inflamasoma NLRP3 en macrófagos luego del priming con LPS (Jin, Frayssinet et al. 2011, 
Lage, Buzzo et al. 2013), pero los efectos de estos cristales en condiciones de inflamación 
estéril no han sido investigados.  
En el presente trabajo se encontró que tanto los cristales de hidroxiapatita como las 
partículas óseas fueron capaces de activar el inflamasoma (medido como activación de 
caspasa-1 y producción de IL-1β) en precursores de osteoclastos previamente expuestos a 
LPS, confirmando los hallazgos previos de otros grupos (Jin, Frayssinet et al. 2011). 
Evaluadas en un contexto de inflamación estéril (sin LPS), se observó que las PO fueron 
capaces de inducir el priming de NLRP3, como se evidenció por la inducción de las vías de 
NFκB y p38. Además, las PO pudieron activar el inflamasoma, aunque de una manera menos 
potente que en el contexto inflamatorio mediado por LPS. De manera importante, las PO 
fueron capaces de inducir actividad de inflamasoma en células Nlrp3-/-, indicando la 
posibilidad de que exista activación de inflamasoma independiente de NLRP3, quizás a modo 
de mecanismo compensatorio.  
Por otro lado, en pre-osteoclastos, se observó también que las PO indujeron el priming y 
la activación del inflamasoma NLRP3. El priming se evaluó en este caso mediante la medición 
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de los transcriptos y proteína de NLRP3 debido a que RANKL se encuentra presente en estos 
cultivos de pre-OC y activa del mismo modo las vías de NFκB y p38, lo cual dificulta el análisis. 
La actividad de inflamasoma se evaluó únicamente mediante la medición de los niveles de 
IL-1β en los sobrenadantes de estos cultivos debido a que, de igual manera a lo observado 
en precursores, se detectó activación de caspasa-1 independiente de NLRP3 (no mostrado), 
dificultando la interpretación de los resultados. 
La regulación de la transcripción de Nlrp3 en respuesta a PO en pre-osteoclastos estuvo 
acompañada del incremento en la transcripción de IL-1β, como era de esperar. Pero, además, 
la transcripción de componentes del inflamasoma NLRC4, en este caso Nlrc4 y Naip1 también 
aumentó en presencia de PO. Este importante hallazgo puede explicar la independencia de 
NLRP3 en la activación de caspasa mencionada más arriba. Las interacciones entre NLRP3 
y NLRC4 fueron descriptas inicialmente como parte de la respuesta ante ciertas infecciones 
(Man, Hopkins et al. 2014, Qu, Misaghi et al. 2016). Sin embargo, investigaciones recientes 
señalan que ambos inflamasomas están involucrados en el desarrollo de patologías 
asociadas a inflamación estéril (Freeman, Guo et al. 2017). Aún se desconoce si estas 
asociaciones son compensatorias, cooperativas o reguladoras.  
Además de las vías de NLRP3 y NLRC4, otras vías pro-inflamatorias parecen responder 
a los productos de la matriz ósea, como caspasa-11, pstpip2 y TNF-α. Este último es de 
primordial importancia para el priming de NLRP3 (Patel, Carroll et al. 2017), y su incremento 
transcripcional se correlaciona con una rápida secreción (Caldwell, Cheng et al. 2014), lo que 
lo vuelve un candidato ideal para explicar el priming de NLRP3 en respuesta a PO durante la 
inflamación estéril. La inducción de caspasa-11 es más difícil de interpretar, ya que esta 
caspasa está involucrada principalmente en la detección de LPS intracelular, y forma el 
llamado inflamasoma no canónico. Recientemente, sin embargo, se ha descripto que 
caspasa-11 es capaz de reconocer fosfolípidos endógenos oxidados (oxPAPc) y activar el 
inflamasoma no canónico pero sin producir piroptosis (Zanoni, Tan et al. 2016). Por último, 
PstPip2 está involucrada en la regulación negativa de la secreción de IL-1β, y su deleción 
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provoca un fenotipo de osteolisis grave (Chitu, Nacu et al. 2012). Su regulación en respuesta 
a PO, pero también a RANKL sólo, puede ser de gran importancia para restringir la 
retroalimentación positiva generada en el modelo propuesto aquí (ver figura 26). 
De esta forma, los productos de degradación de la matriz ósea activan el inflamasoma en 
el linaje de osteoclastos, proporcionando tanto las señales de priming como las de activación.  
5.1.3. Rol de nrp3 sobre la diferenciación a osteoclastos 
5.1.4.2 Efectos de NLRP3 mediados por IL-1β 
La diferenciación de precursores mieloides a osteoclastos está gobernada principalmente 
por M-CSF y RANKL, y es modulada por factores sistémicos y locales, como citoquinas pro-
inflamatorias y hormonas, que influyen tanto en la disponibilidad de estas moléculas como en 
la señalización posterior a las mismas. Además, se ha descripto que componentes de la 
matriz ósea, incluyendo partículas de hueso y cristales de calcio, estimulan la 
osteoclastogénesis (Cremasco, Decker et al. 2012, Chang, Tsai et al. 2015). 
La activación de NLRP3 tiene consecuencias obvias sobre la diferenciación de los 
osteoclastos, ya que la producción de IL-1β tiene efectos directos (sinergiza con RANKL en 
pre-osteoclastos) como indirectos (induce la producción de RANKL por osteoblastos y 
osteocitos). En este trabajo se demostró que la diferenciación de pre-osteoclastos estimulada 
por PO es parcialmente dependiente de NLRP3, y particularmente de IL-1β, ya que pre-OC 
de ratones Nlrp3-/- o IL-1R-/- expuestos a PO exhibieron menor diferenciación que sus 
contrapartes C57BL/6. Además, los co-cultivos de células mesenquimales IL-1R-/- con 
precursores de osteoclastos C57BL/6 o IL-1R-/- no estimularon la diferenciación a 
osteoclastos. Las PO actuaron cooperativamente con RANKL para estimular la 
osteoclastogénesis, en una suerte de sinergia mediada por NLRP3, algo que no se observó 
con calcio libre o colágeno tipo I. 
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En el modelo de osteoclastogénesis utilizado aquí, los efectos sinérgicos entre RANKL y 
las PO muestran un claro perfil dosis-dependiente, acompañado de producción de IL-1β, 
indicando que el grado de activación del inflamasoma es también dependiente de la dosis. El 
desafío con PO se llevó a cabo en pre-osteoclastos en lugar de precursores ya que en estos 
últimos los efectos de las PO parecen ser más bien inhibitorios (no mostrado), indicando que 
la sinergia RANKL/PO depende del estadio de diferenciación. Esto coincide con los efectos 
sinérgicos RANKL/IL-1β descriptos por otros autores en los que IL-1β tiene efectos más 
profundos en pre-OC y no en precursores (Jules, Zhang et al. 2012, Bartell, Kim et al. 2014). 
En conjunto, estos resultados indican que la activación del inflamasoma NLRP3 en el 
linaje osteoclástico media la sinergia entre RANKL y los productos de degradación ósea a 
través de los efectos de IL-1β sobre la osteoclastogenesis.   
5.1.4.2 Efectos de NLRP3 independientes de IL-1β 
La diferenciación a osteoclastos en ausencia de partículas es indistinguible entre células 
C57BL/6 y células Nlrp3-/- y los niveles de NLRP3 no se modularon en los cultivos de pre-
osteoclastos. Esto parece indicar que el papel de NLRP3 sobre la diferenciación a 
osteoclastos está supeditado a las condiciones en las cuales se estimula la activación de este 
inflamasoma. Sin embargo, en este trabajo se realizó una importante observación con 
relación a la modulación de la expresión de NLRP3 en la respuesta temprana a RANKL en 
precursores de osteoclastos: los niveles de la proteína NLRP3 aumentaron transitoriamente 
en las primeras horas de exposición a la citoquina, un fenómeno que estuvo acompañado de 
un incremento en la producción de oxidantes, pero no de IL-1β. De manera llamativa, en 
células Nlrp3-/- no se observaron diferencias en los niveles de ROS. La producción de ROS 
es una característica distintiva de las vías de señalización de RANKL, aunque su efecto final 
sobre la diferenciación aun es controversial (Ha, Kwak et al. 2004). Las ROS, junto con la 
activación de la vía de NFκB, son señales de priming para NLRP3 (Bauernfeind, Bartok et al. 
2011), y el aumento de la expresión de esta proteína es indicativo de este fenómeno 
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(Bauernfeind, Horvath et al. 2009). De manera importante, tanto la señalización vía RANKL 
como la modulación de NLRP3 parecen ocurrir vía NADPH oxidasa, y en el caso de NLRP3 
éste puede a su vez regular tanto la actividad de esta enzima como de enzimas antioxidantes, 
incluyendo tiorredoxina (Abais, Xia et al. 2015). Es posible especular entonces que la 
diferenciación a osteoclastos se vea favorecida por NLRP3 debido a la modulación temprana 
de las vías oxidativas disparadas por RANKL, y que, en ausencia de NLRP3, se produzca un 
retraso en la diferenciación que puede ser finalmente compensado si se restablecen los 
niveles redox adecuados. De manera importante, se ha reportado que la activación de 
caspasa-1, vía inflamasoma, regula la actividad de NOX2 para controlar la función del 
fagosoma en respuesta a bacterias Gram-positivas, sin producción de IL-1β (Sokolovska, 
Becker et al. 2013). 
Alternativamente, se han descripto varios casos en los que NLRP3 tiene funciones 
independientes de inflamasoma, es decir, no relacionadas al ensamblado del complejo y 
activación de caspasa-1 (Coll, O'Neill et al. 2016). Una de ellas involucra la diferenciación de 
células Th2 por translocación de NLRP3 al núcleo. En este trabajo, los autores demuestran 
que la translocación nuclear de NLRP3 y su unión al promotor de IL-4 induce la diferenciación 
en estas células, y que esta función es completamente independiente del ensamblado del 
inflamasoma (Bruchard, Rebe et al. 2015).  
Una fuerte evidencia que apunta a un rol de NLRP3 sobre la diferenciación a osteoclastos 
independiente de inflamasoma, o al menos de la producción de IL-1β, proviene de los 
experimentos realizados en este trabajo al estudiar la diferenciación en presencia de arsenito 
de sodio. Este compuesto, de gran relevancia epidemiológica por ser a la vez un importante 
contaminante ambiental y un agente quimioterapéutico, ha sido asociado a la activación del 
inflamasoma AIM2 y a la vía de NFκB, y también incrementa la osteoclastogénesis in vitro 
(Szymczyk, Kerr et al. 2006, Zhang, Qi et al. 2016). En este trabajo de tesis, no se encontraron 
evidencias de producción de IL-1β como indicador de la activación de NLRP3 en precursores 
y pre-osteoclastos en presencia de arsenito. Sin embargo, a la inversa de lo ocurrido con las 
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PO, el arsenito de sodio estimuló la osteoclastogénesis sólo en precursores C57BL/6. Esta 
sinergia RANKL/NaAsO2 no se observó en pre-osteoclastos o en células NLRP3-/-. Además, 
se observó un aumento en la producción de oxidantes sólo en células C57BL/6, al igual que 
lo ocurrido con RANKL. Por último, el arsenito de sodio indujo un aumento en la expresión de 
NLRP3, sin producción de IL-1β.  
Estas observaciones proporcionan indicios de un rol novedoso de NLRP3 en la 
diferenciación y el control del estado redox celular, que podría ser independiente de la 
producción de IL-1β, aunque se requieren de investigaciones más exhaustivas para confirmar 
estos hallazgos.  
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6. CONCLUSIONES 
La conclusión general de este trabajo es que NLRP3 contribuye a la 
osteoclastogénesis:  
(1) actuando como un sensor de alteraciones homeostáticas que se producen en 
el tejido óseo, ensamblando el inflamasoma y produciendo niveles controlados de IL-
1β para asegurar la reabsorción ósea, y  
(2) señalizando en respuesta a RANKL a través de la regulación del estado redox 
en precursores de osteoclastos, por mecanismos que podrían ser independientes de 
la producción de IL-1β. 
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- Figura 25 e, debería decir Naip2 
 
